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Resumo 
 Para muitos, a adoção de um estilo de vida saudável passa pela escolha de uma 
alimentação rica em alimentos derivados de plantas e com uma enorme riqueza 
nutricional. Os polifenóis são compostos presentes neste tipo de alimentos e os seus 
benefícios para a saúde têm vindo a ser cada vez mais explorados, sendo já reconhecidos 
como importantes nutracêuticos. Porém, a ingestão de produtos ricos em polifenóis está 
comummente associada à perceção de sensações desagradáveis pelo consumidor, como 
a adstringência e o amargor. Apesar de o mecanismo molecular pelo qual a adstringência 
se desenvolve ainda não estar completamente elucidado, geralmente associa-se este 
fenómeno às interações estabelecidas entre os polifenóis dos alimentos e as proteínas 
salivares (PS). Para além disto, pouco se sabe acerca da relação entre a estrutura de 
diferentes substâncias amargas, em particular dos polifenóis, e a ativação dos recetores 
responsáveis pelo amargor (TAS2Rs). Como resultado, muitas questões são colocadas 
no sentido de desvendar que processos e espécies moleculares poderão estar envolvidas 
nestes dois fenómenos. Deste modo, o objetivo do presente trabalho baseia-se no estudo 
das interações entre os polifenóis as proteínas salivares e do seu efeito na modelação 
tanto da sensação de adstringência como do sabor amargo.  
 Numa primeira fase, foram realizadas análises por extinção de fluorescência e 
STD-NMR de complexos formados entre 5 diferentes taninos (condensados e 
hidrolisáveis) e 3 PS pouco abundantes na saliva humana (estaterina, péptido P-B e 
cistatinas). A determinação das constantes de afinidade e epítopos de ligação permitiram 
comparar as duas classes de taninos, verificando-se que as interações mais fortes foram 
estabelecidas entre os elagitaninos e todas as PS, e em particular com o péptido P-B. Por 
oposição, as PS mais estruturadas (cistatinas) foram as que revelaram uma menor 
capacidade de interação. Assim, as diferentes afinidades observadas parecem estar 
diretamente relacionadas com a hidrofobicidade dos polifenóis e a estrutura das PS. 
Seguidamente, abordou-se uma perspetiva diferente no sentido de compreender se o 
fenómeno de copigmentação observado em misturas tanino-antocianina teria algum efeito 
na interação com 2 PS muito descritas na literatura (bPRPs e aPRPs). Os resultados 
obtidos por STD-NMR e ITC revelaram que a copigmentação não só afeta as interações 
singulares da (-)-epicatequina e malvidina-3-O-malvidina, como também promove a sua 
afinidade enquanto mistura. Ainda, verificou-se que o pH é um fator crucial na formação 
destas mesmas interações. 
 Com o intuito de compreender o papel dos compostos polifenólicos na perceção 
do amargor, foram identificados 12 polifenóis capazes de ativar 7 TAS2Rs diferentes. 
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Verificou-se uma tendência em relação a cada uma das três classes de polifenóis 
analisadas (taninos condensados, taninos hidrolisáveis e ésteres etílicos), na medida em 
que todos os compostos de uma mesma classe identificados como agonistas ativaram um 
TAS2R em específico. Enquanto que os taninos condensados parecem apresentar uma 
preferência na ativação do TAS2R5, todos os taninos hidrolisáveis ativaram o TAS2R7 e 
os ésteres etílicos o TAS2R14. As respetivas curvas dose-resposta e valores de EC50 
foram obtidos para grande parte destas ativações. Os elagitaninos parecem ser, de um 
modo geral, os ativadores mais fortes entre os polifenóis analisados. Além disto, um outro 
alvo de estudo foi o efeito das PS na ativação de diferentes TAS2Rs por alguns polifenóis 
já estudados. Apesar de a ativação do TAS2R5 pela (-)-epicatequina, PGG ou 
procianidina trimérica C2 não ter sido afetada pela adição de PS, o mesmo não se verificou 
para as restantes situações analisadas. A exposição a PS desencadeou uma redução da 
ativação dos TAS2R4 e 39 pela (-)-epicatequina, TAS2R39 pela PGG e TAS2R7 pela 
malvidina-3-O-glucósido. Estas reduções poderão estar na origem das inconsistências 
observadas entre estudos in vitro e análises sensoriais, uma vez que algumas 
substâncias, como a malvidina-3-O-glucósido, não são percecionadas como amargas, 
mas desencadeiam uma resposta dos TAS2Rs.  
 
Palavras-Chave: Polifenóis, Proteínas Salivares, Taninos, Antocianinas, Adstringência, 
Amargor, Sabor. 
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Abstract 
 For most, the adoption of a healthy life style is intrinsically related with a diet rich in 
plant-derived foods and with a vast nutritional feature. Polyphenols are compounds present 
in such foods and they have been recognized as important nutraceuticals because of their 
widely exploit health benefits. However, the intake of products rich in polyphenols are 
commonly associated with the perception of unpleasant sensations, such as astringency 
and bitterness. Although the molecular mechanism behind astringency development is not 
yet fully understood, it is generally associated with the interactions between polyphenols 
and salivary proteins (SP). Furthermore, little is known about the relationship between 
bitter compounds’ structures, particularly polyphenols’ structures, and the activation of 
bitter taste receptors (TAS2Rs). As a result, several questions related with the species and 
processes that are involved in such phenomena are arising. Thus, the aim of the present 
work is to study the interactions between polyphenols and SP and its effect on astringency 
and bitterness modulation.  
 First, fluorescence quenching and STD-NMR analysis of complexes between 5 
different tannins (condensed and hydrolysable) and 3 less abundant SP (statherin, P-B 
peptide and cystatins) were conducted. The affinity constants and binding epitopes 
revealed stronger interactions between ellagitannins and all SP, especially with P-B 
peptide. The most structured SP (cystatins) were the ones with less interaction capacity. 
Thus, the relative affinities observed seems to be related with polyphenols’ hydrophobicity 
and SP structures. Then, a different approach was attempted to understand if the 
copigmentation phenomenon in tannin-anthocyanin mixtures altered the interaction with 
two known SP (bPRPs and aPRPs). The STD-NMR and ITC results showed that 
copigmentation not only affects the single interactions of (-)-epicatechin and malvidin-3-O-
glucoside, but also improve its affinity as a mixture. Also, the analysis developed inhere 
revealed that pH is a crucial factor in the formation of these interactions.  
 In order to understand the role of polyphenols in bitterness perception, 12 
compounds were identified as capable of activating 7 different TAS2Rs. A tendency for 
each of the three polyphenol classes approached (condensed tannins, hydrolysable 
tannins and ethyl esters) was observed, since every compound of the same class identified 
as agonist activated a specific TAS2R. While condensed tannins activated preferably 
TAS2R5, hydrolysable tannins activated TAS2R7 and ethyl esters TAS2R14. The 
respective dose-response curves and EC50 values were obtained for most activations. 
Generally, ellagitannins seems to be the stronger activators among the polyphenols 
approached. On the other hand, the effect of SP on the activation of different TAS2Rs by 
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some known polyphenols were also a study target. Although TAS2R5 activation by (-)-
epicatechin, PGG or procyanidin trimer C2 was not affected by SP introduction, the same 
result was not observed for the remaining situations. The exposition to SP produced a 
decrease on TAS2R4 and 39 activations by (-)-epicatechin, TAS2R39 by PGG and 
TAS2R7 by malvidin-3-O-glucoside. These reductions may be at the origin of the 
inconsistences observed between in vitro studies and sensorial analysis, since some 
substances, such as malvidin-3-O-glucoside, are not precepted as bitter but promote 
TAS2Rs activation. 
 
Keywords: Polyphenols, Salivary Proteins, Tannins, Anthocyanins, Astringency, 
Bitterness, Taste 
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Figura 1. Estruturas químicas base e exemplos de algumas das principais classes de 
polifenóis (ácidos fenólicos, estilbenos e flavonóides). 
 
Figura 2. A | Estrutura química base das antocianinas, representada pelo catião flavílio. 
B | Estrutura química da malvidina-3-O-glucósido. A abreviação “Glc” refere-se à 
substituição do grupo na posição 3 do anel C por uma unidade de glucose. 
 
Figura 3. Equilíbrio químico de diferentes espécies de antocianinas, neste caso da 
malvidina-3-O-glucósido, em meio aquoso e em função do pH do meio. A abreviação “Glc” 
refere-se à substituição do grupo na posição 3 do anel C por uma unidade de glucose. 
 
Figura 4. Estrutura base dos flavan-3-óis e exemplos de alguns compostos mais comuns. 
 
Figura 5. Estruturas químicas dos taninos. A | Estrutura geral das proantocianidinas B | 
Moléculas base dos taninos hidrolisáveis 1. Ácido gálhico 2. Ácido elágico. 
 
Figura 6. Estruturas químicas de algumas procianidinas diméricas com ligações A | tipo 
A, exemplificadas pela procianidina A2 e B | tipo B, correspondentes aos dímeros C4-
C6 e C4-C8. 
 
Figura 7. Unidades estruturais HHDP e NHTP características dos elagitaninos, presentes, 
neste caso, na estrutura química da vescalagina. 
 
Figura 8. Mecanismo exemplificativo das reações de condensação mediadas por 
acetaldeído que levam à formação de compostos tannin-like, neste caso entre flavan-3-
óis e antocianinas. Adaptado de Es-Safi, N. et al. (2002) 
 
Figura 9. Esquemas dos diferentes tipos de copigmentação. A | Copigmentação 
Intermolecular, B | Auto-associação e C | Copigmentação Intramolecular. Adaptado de 
Maite, T. et al. (2012) 
 
Figura 10. Percentagens aproximadas das principais classes de proteínas e péptidos 
salivares encontrados na saliva. aPRPs, proteínas ricas em prolina acídicas; ASH, 
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albumina de soro humano; bPRPs, proteínas ricas em prolina básicas; gPRPs, proteínas 
ricas em prolina glicosiladas; IgG, imunoglobulina G; sIgA, imunoglobulina A secretora. 
Adaptado de Messana, I. et al. (2008).  
 
Figura 11. Mecanismo molecular proposto para a interação entre polifenóis e proteínas. 
A | Curva de nefelometria representativa da concentração de uma proteína numa mistura 
com uma concentração fixa de polifenóis. 1. Excesso de polifenol; 2. Plateau; 3. Excesso 
de proteína. Adaptado de Hagerman, A. et al. (1987). B | Modelo proposto para interação 
entre polifenóis com duas extremidades representativas e proteínas com respetivos locais 
de ligação. Adaptado de Siebert, K. J. et al. (1996) 
 
Figura 12. Modelo molecular de ligação proposto para a interação entre polifenóis e 
proteínas. No 1º passo, os polifenóis ligados à proteína em vários locais induzem a sua 
compactação; no 2º passo, os polifenóis estabelecem ligações cruzadas com outras 
moléculas de proteína e formam-se complexos insolúveis; no 3º passo, o agregado final 
mais complexo precipita. Adaptado de Jöbstl, E. et al. (2004) 
 
Figura 13. Representação esquemática da estrutura dos hTAS2Rs e dos seus domínios 
transmembranares, característicos das proteínas G. Os aminoácidos constituintes destas 
proteínas estão representados nos círculos por letras, sendo que os delimitados a 
tracejado correspondem aos resíduos que não são encontrados em todos os recetores. O 
código de cores utilizado indica a similaridade da sequência entre os 25 hTAS2Rs. 
Adaptado de Meyerhof, W. (2005) 
 
Figura 14. Representação dos espetros obtidos por STD-NMR. O espetro de diferença 
resulta da subtração dos espetros obtidos diretamente das medições espetroscópicas, 
mais precisamente do espetro de on-resonance ao de off-resonance. A vermelho 
encontram-se representadas as espécies de ligando e os respetivos sinais no espetro, 
enquanto que as representações a azul correspondem às espécies não ligantes. 
Adaptado de Viegas, A. et al. (2011) 
 
Figura 15. Representação esquemática da construção dos plasmídeos que contêm os 
diferentes recetores de sabor amargo (TAS2Rs). A região N-terminal possui uma 
sequência adicional referente aos 45 aminoácidos (a.a.) do recetor 3 da somatostatina de 
rato (r3ssr), enquanto a região C-terminal possui o epítopo da glicoproteína D do vírus do 
herpes simples (VHS). 
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Figura 16. Estruturas químicas dos taninos estudados: elagitaninos a) vescalagina, b) 
castalagina, c) punicalagina e procianidinas d) B3 e e) B6. 
 
Figura 17. Espetro de fluorescência do péptido P-B (30 μM) com concentrações 
crescentes de punicalagina (0-30 μM), representadas pelas várias cores. A linha a 
tracejado mostra o comprimento de onda ao qual a intensidade de fluorescência 
observada é maior, no caso do péptido P-B (313 nm).  Este espetro, assim como todos os 
outros, foi registado ao λex de 284 nm. 
 
Figura 18. a) Gráficos de Stern-Volmer representativos da extinção de fluorescência das 
proteínas salivares (▲) estaterina, (■) péptido P-B e (●) cistatinas na presença de 
concentrações crescentes dos três elagitaninos 1. vescalagina, 2. castalagina e 3. 
punicalagina. b) Versão modificada dos gráficos de Stern-Volmer das curvas 
representadas em a) que não apresentam linearidade. Cada curva/reta resulta de ensaios 
realizados em triplicado. 
 
Figura 19. Gráficos de Stern-Volmer representativos da extinção de fluorescência das 
proteínas salivares (▲) estaterina, (■) péptido P-B e (●) cistatinas na presença de 
concentrações crescentes das duas procianidinas a) B3 e b) B6. 
 
Figura 20. Espetros de STD-NMR para as interações entre duas das PS (3 μM) e 
concentrações crescentes de cada tanino. A região representada (8,0-2,0 ppm) 
corresponde à zona em que os protões apresentavam maior ressonância. Os espetros 
foram registados a 600 MHz e 300 K em água deuterada/óxido de deutério (D2O). 
Interações entre a PS péptido P-B e os elagitaninos a) vescalagina, b) castalagina, c) 
punicalagina. Interação entre a PS estaterina e as procianidinas diméricas d) B3 e e) B6. 
 
Figura 21. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes de vescalagina e as três PS (3 μM), a) 
estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores 
experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos calculados pela 
equação 3. 
 
Figura 22. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes de castalagina e as três PS (3 μM), a) 
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estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores 
experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos calculados pela 
equação 3. 
 
Figura 23. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes de punicalagina e as três PS (3 μM), a) 
estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores 
experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos calculados pela 
equação 3. 
 
Figura 24. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes de procianidina B3 e as três PS (3 μM), a) 
estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores 
experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos calculados pela 
equação 3. 
 
Figura 25. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes de procianidina B6 e as três PS (3 μM), a) 
estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores 
experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos calculados pela 
equação 3. 
 
Figura 26. Estruturas químicas dos polifenóis escolhidos para representar as duas 
classes de polifenóis, taninos e antocianinas. A | (-)-epicatequina e B | malvidina-3-O-
glucósido. A abreviação “Glc” refere-se à substituição do grupo na posição 3 do anel C 
por uma unidade de glucose. 
 
Figura 27. Espetros de STD-NMR para as interações entre as duas PS (9 μM) e 
concentrações crescentes de cada ligando. A região representada (9,0-2,0 ppm) 
corresponde à zona em que os protões apresentavam maior ressonância. Os espetros 
foram registados a 600 MHz e 300 K em água deuterada/óxido de deutério (D2O). 
Interações entre as PS aPRPs e a) (-)-epicatequina, b) malvidina-3-O-glucósido e c) 
mistura (-)-epicatequina+malvidina-3-O-glucósido. 
 
Figura 28. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes de (-)-epicatequina e as duas PS (9 μM), a) 
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bPRPs e b) aPRPs. Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto as 
linhas correspondem aos valores teóricos tendo em conta a equação 3. 
 
Figura 29. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes de malvidina-3-O-glucósido e as duas PS (9 
μM), a) bPRPs e b) aPRPs. Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto 
as linhas correspondem aos valores teóricos tendo em conta a equação 3. 
 
Figura 30. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as 
interações entre concentrações crescentes da mistura (-)-epicatequina+malvidina-3-O-
glucósido (EC+Mv-3-O-glc) e as duas PS (9 μM), bPRPs (▲) e aPRPs (■). Os símbolos 
representam os valores experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores 
teóricos tendo em conta a equação 3. Os fitting das curvas foram realizados considerando 
os protões referentes à a) (-)-epicatequina (EC) e b) malvidina-3-O-glucósido (Mv-3-O-
glucósido) separadamente. 
 
Figura 31. Interações por ITC referentes às bPRPs (20 μM) a pH 1,0. À esquerda estão 
representados os termogramas, enquanto que à direita se encontram os gráficos 
consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos experimentais (pontos a preto). As 
interações foram realizadas com três ligandos: A | (-)-epicatequina, B | malvidina-3-O-
glicósida e C | 1:1 (-)-epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
 
Figura 32. Interações por ITC referentes às bPRPs (20 μM) a pH 3,5-4,0. À esquerda estão 
representados os termogramas, enquanto que à direita se encontram os gráficos 
consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos experimentais (pontos a preto). As 
interações foram realizadas com dois ligandos: A | malvidina-3-O-glicósida e B | 1:1 (-)-
epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
 
Figura 33. Interações por ITC referentes às aPRPs (30 μM) a pH 1,0. À esquerda estão 
representados os termogramas, enquanto que à direita se encontram os gráficos 
consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos experimentais (pontos a preto). As 
interações foram realizadas com dois ligandos: A | malvidina-3-O-glicósida e B | 1:1 (-)-
epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
 
Figura 34. Interações por ITC referentes às aPRPs (30 μM) a pH 3,5-4,0. À esquerda 
estão representados os termogramas, enquanto que à direita se encontram os gráficos 
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consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos experimentais (pontos a preto). As 
interações foram realizadas com dois ligandos: A | malvidina-3-O-glicósida e B | 1:1 (-)-
epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
 
Figura 35. Ativação dos TAS2Rs pelos diferentes compostos polifenólicos, representada 
pela alteração da fluorescência de células HEK293T marcadas com Fluo4-AM e 
transfetadas com os TAS2Rs representados nos gráficos. Todos os ensaios foram 
realizados em triplicado, apesar de alguns casos apenas mostrarem duplicados. 
 
Figura 36. Estruturas químicas dos taninos condensados: a) dímero B1, b) dímero B4, c) 
dímero B7, d) B2g, e) EGCG e f) (-)-epicatequina. 
 
Figura 37. Estruturas químicas dos taninos hidrolisáveis: a) vescalagina, b) castalagina, 
c) punicalagina, d) grandinina e e) PGG. 
 
Figura 38. Estruturas químicas dos ésteres etílicos: a) ácido ferúlico, b) ácido 
protocatechuico e c) ácido vanílico. 
 
Figura 39. Estrutura química da antocianina malvidina-3-O-glucósido. A abreviação “Glc” 
refere-se à substituição do grupo na posição 3 do anel C por uma unidade de  
glucose. 
 
Figura 40. Curvas dose-resposta para as células HEK293T transfetadas com os 
diferentes TAS2Rs que apresentaram ativação quando estimulados pelos diferentes 
compostos fenólicos indicados. A amplitude dos sinais é dada pelas alterações relativas 
de fluorescência, sendo representada por ΔF/F. Os pontos representam os valores 
experimentais obtidos em triplicado para cada concentração (escala logarítmica) de 
polifenol testada, com os respetivos erros padrão associados. A linha a cheio corresponde 
ao melhor fitting traçado para os valores experimentais, enquanto que a linha a tracejado 
representa os valores experimentais de mock observados.  
 
Figura 41. Ativação dos TAS2Rs pela A | (-)-epicatequina (EC), B | PGG e C | malvidina-
3-O-glucósido (Mv-3-O-glc) separadamente (linhas a cheio) e quando em interação com 
a mistura de PS (linhas a tracejado), representada pela alteração da fluorescência de 
células HEK293T marcadas com Fluo4-AM e transfetadas com os TAS2Rs 
representados. 
FCUP 
Influência das Proteínas Salivares no Sabor dos Alimentos:               
Estudo da Interação Polifenóis/Proteínas Salivares 
XVII 
 
Mafalda Santos Silva | 2017 
Figura 42. Representação gráfica da percentagem de ativação de cada TAS2R indicado 
como resultado da adição da mistura de PS, por comparação com os sinais de 
fluorescência desencadeados pelos polifenóis quando estes interagem somente com os 
TAS2Rs. A | (-)-epicatequina, B | PGG e C | malvidina-3-O-glucósido. Todos os gráficos 
são significativamente diferentes (p<0,05), com exceção dos identificados com *. 
 
FCUP 
Influência das Proteínas Salivares no Sabor dos Alimentos:               
Estudo da Interação Polifenóis/Proteínas Salivares 
XIX 
 
Mafalda Santos Silva | 2017 
Lista de Tabelas 
 
Tabela 1. Constantes de Stern-Volmer (KSV) e aparentes (Kapp) para a interação das 
proteínas salivares (PS) estaterina, péptido P-B e cistatinas com os três elagitaninos e os 
dois taninos condensados. Os valores com diferentes letras são significativamente 
diferentes (p<0,01). 
 
Tabela 2. Valores determinados do tempo de vida (τ0) de cada proteína salivar (PS) e das 
constantes bimoleculares (kq) para as interações entre as PS estaterina, péptido P-B e 
cistatinas, os três elagitaninos (vescalagina, castalagina e punicalagina) e os dois taninos 
condensados (dímeros B3 e B6). 
 
Tabela 3. Valores de constantes de associação (KA) estimados para as interações entre 
cada uma das três proteínas salivares (PS) e os diferentes taninos, considerando as 
equações 3 e 4. 
 
Tabela 4. Valores de constantes de associação (KA) estimados para as interações entre 
cada uma das duas proteínas salivares (PS) e os diferentes ligandos, considerando as 
equações 3 e 4. 
 
Tabela 5. Número de locais de ligação na PS (n) e valores de constantes de ligação (KA) 
para as interações da (-)-epicatequina, malvidina-3-O-glucósido e a mistura 1:1 destes dois 
polifenóis (EC+Mv-3-O-glc) com as duas PS estudadas (bPRPs e aPRPs) a A | pH 1,0 e 
B | pH 3,5-4,0. A coluna Set (1,2 ou 2,2) corresponde aos parâmetros individuais de cada 
set de locais de ligação. 
 
Tabela 6. Parâmetros termodinâmicos (ΔH, ΔG e -T ΔS) para as interações da (-)-
epicatequina, malvidina-3-O-glucósido e a mistura 1:1 destes dois polifenóis (EC+Mv-3-O-
glc) com as duas PS estudadas (bPRPs e aPRPs) a pH 3,5-4,0.  
 
Tabela 7. Tabela resumo das ativações dos 8 TAS2Rs resultantes da adição de 12 
diferentes compostos fenólicos. O sinal “+” corresponde à observação de uma resposta, o 
que corresponde à ativação de um recetor. Os restantes TAS2Rs não são referidos, uma 
vez que não se verificou nenhum sinal representativo de uma ativação. 
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Tabela 8. Valores de EC50 para os 10 compostos polifenólicos que mostraram um efeito 
ativador de alguns TAS2Rs e cujas curvas dose-resposta apresentaram um perfil bem 
definido. Os valores com diferentes letras são significativamente diferentes (p<0,05). 
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Lista de Abreviaturas 
 
ASTD | Fator de Amplificação de STD  
ACN | Acetonitrilo 
ASH | Albumina de soro humano 
aPRPs | Proteínas ricas em prolina acídicas  
bPRPs | Proteínas ricas em prolina básicas 
BSA | Albumina de soro bovino 
B2g | Procianidina B2 galhato 
DMEM | Dulbecco’s modified Eagle medium 
EC50 | Concentração efetiva na inibição de metade da atividade 
EGCG | Epigalhocatequina galhato 
FCS | Soro fetal de bezerro 
FLIPR | Leitor de placas de imagem de fluorescência  
Fluo4-AM | Fluo-4-acetoximetilester 
FRET | Transferência de energia de ressonância por fluorescência  
GPCR | Recetor acoplado à proteína G  
gPRPs | Proteínas ricas em prolina glicosiladas  
HEPES | Ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etannosulfónico 
HHDP | Hexahidroxidifenol   
HPLC | Cromatografia líquida de alta eficiência  
IgG | Imunoglobulina G 
ITC | Microcalorimetria de titulação isotérmica  
KA | Constante de associação 
Kapp | Constante aparente de Stern-Volmer 
Kq | Constante bimolecular 
KSV | Constante de Stern-Volmer 
LC-MS | Cromatografia líquida seguida de análise por espetrometria de massa 
NHTP | Nonahidroxiterfenol 
PGG | Pentagalhoílglucose 
pI | Ponto isoelétrico 
PRPs | Proteínas ricas em prolina 
PS | Proteínas Salivares 
RMN | Ressonância Magnética Nuclear 
r3ssr | Recetor 3 da somatostatina de rato  
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sIgA | Imunoglobulina A secretora 
STD-NMR | Saturation-Transfer Difference-Nuclear Magnetic Resonance  
TAS2Rs | Recetores de sabor amargo no ser humano 
TFA | Ácido Trifluoroacético 
TRC | Células Recetoras de Sabor  
UV-Vis | Ultravioletra-visível 
VHS | Vírus do herpes simples 
 
I. Introdução 
_______________________________________
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I. Introdução 
1. Polifenóis e principais classes 
 A designação de polifenóis é atribuída a uma classe de compostos químicos 
característicos por serem constituídos estruturalmente por grupos fenólicos que derivam 
da L-fenilalanina. Podem ser encontrados naturalmente numa grande variedade de 
plantas, resultando do seu metabolismo secundário (vias do chiquimato e do acetato)1, 2 
e, portanto, constituem muitas vezes a primeira linha de defesa destes seres. Deste modo, 
podem ser considerados pesticidas naturais, protegendo as plantas contra infestações por 
microrganismos patogénicos, parasitas ou predadores no geral. Além destas funções, os 
polifenóis estão também envolvidos no crescimento das plantas, são responsáveis pela 
sua coloração (pigmentação) e ainda atuam como importantes antioxidantes naturais.3 
Dietas à base destes compostos têm vindo a despertar a atenção dos consumidores e 
investigadores, não só pelas suas características antioxidantes, mas também pelos seus 
conhecidos efeitos anticancerígenos, antimutagénicos e antialergénicos.4 Tendo em conta 
as referidas propriedades benéficas, a extensão da aplicabilidade destes compostos tem 
vindo a tornar-se cada vez mais vasta. Desde a área alimentar na modelação do sabor, 
passando pela saúde na prevenção de doenças dos foros neurodegenerativo e 
cardiovascular, até à área da cosmética para retardação do aparecimento de rugas,5 os 
polifenóis são compostos verdadeiramente versáteis. No entanto, muitas vezes os efeitos 
associados a estes compostos podem não ser considerados positivos, dependendo do 
intuito da sua aplicação. Ao interagirem com proteínas, amidos ou enzimas digestivas, 
reduzem o valor nutricional dos alimentos, além de que podem tornar-se tóxicos quando 
ingeridos em grandes quantidades.3, 6  
Pela sua grande variedade estrutural e funcional, muito já se encontra descrito 
acerca das potencialidades dos polifenóis no geral.2, 6, 7 Porém, a sua contribuição para a 
modelação de variadas características organoléticas dos alimentos (cor e sabor) parece 
ser ainda o grande impulsionador da investigação em torno destes compostos químicos. 
Neste sentido, muitos dos estudos científicos que abordam a temática dos polifenóis 
focam-se na sua capacidade de se ligar a outros compostos naturais (proteínas, 
polissacáridos, alcaloides, etc.), promovendo inúmeras alterações biológicas.  
As propriedades biológicas dos polifenóis, como a biodisponibilidade, atividade 
antioxidante e capacidade de interação, estão dependentes das suas estruturas, podendo 
ser assim diferenciados em várias classes: ácidos fenólicos (e.g. ferúlico, protocatechuico, 
vanílico), estilbenos, flavonóides e lignanos (Figura 1).8 Os ácidos fenólicos são 
constituídos por um único anel benzénico, contrastando com os estilbenos que possuem 
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dois anéis, e ainda mais com os flavonóides que para além dos anéis benzénicos A e B 
possuem ainda um anel heterocíclico C pirano a ligá-los. As formas mais complexas dos 
polifenóis envolvem geralmente polímeros destas estruturas mais simples.1 Os polifenóis 
encontrados nos alimentos podem ser também classificados de uma forma mais 
generalizada, englobando duas grandes famílias, os compostos flavonóides, os mais 
abundantes na dieta, e não-flavonóides.4 Os primeiros apresentam uma estrutura 
carbonada C6-C3-C6 e, apesar de alguns se encontrarem sob a forma de agliconas (sem 
resíduos de açúcar), grande parte dos flavonóides são constituídos por um ou mais grupos 
glicosilo ligados (flavonóides glicosilados), o que explica a grande diversidade estrutural 
que esta classe apresenta. Os flavonóides podem ainda ser distinguidos em várias 
subclasses, nomeadamente as antocianinas e os flavan-3-óis. A principal distinção 
prende-se com o grau de oxidação do oxigénio heterocíclico e no padrão de substituição 
do anel C, no entanto, existem ainda algumas diferenças estruturais dentro de cada classe 
que permitem distingui-los entre si.1, 4  
 
    
 
  
 
1.1. Flavonóides 
1.1.1. Antocianinas 
 As antocianinas são pigmentos fenólicos das plantas e são os responsáveis pelas 
suas colorações vermelha, azul e roxa.4 São compostos solúveis em água, extremamente 
sensíveis às condições do meio, em especial o pH.  
 As antocianidinas são as agliconas das antocianinas, sendo estas as moléculas 
mais simples. As restantes antocianinas derivam do catião flavílio (Figura 2.A.) 
Figura 1. Estruturas químicas base e exemplos de algumas das principais classes de polifenóis (ácidos fenólicos, 
estilbenos e flavonóides). 
 
Estilbenos Flavonóides 
Ácidos Fenólicos 
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glicosilado, variando no grau de hidroxilação e metoxilação. Esta forma glicosilada é a 
mais comummente encontrada na natureza, em especial nos frutos. O número e posição 
de moléculas de açúcar ligados à estrutura base varia conforme a antocianina, assim 
como a presença e tipo de ácidos esterificados. Esta glicosilação é mais frequente na 
posição O-3 do anel C, mas ainda é possível ocorrer nas posições O-5 e O-7 do anel A 
do catião flavílio. Para além da glucose, presente no caso da malvidina-3-O-glucósido 
(Figura 2.B.), muitos outros açúcares podem ser encontrados nestas estruturas, incluindo 
a ramnose, galactose e xilose.9, 10  
 
A. B. 
  
 
 
Quando em solução, as antocianinas interagem facilmente entre si e também com 
outros compostos polifenólicos, o que influencia a cor que apresentam. Apesar de a forma 
mais comum ser representada pelo catião flavílio (cor vermelha, AH+), em meios aquosos 
esta estrutura sofre rapidamente reações de transferência de protões, o que conduz à 
formação de bases quinonoidais azuis (aniónicas, A-) e violetas (neutras, A), hemiacetais 
incolores (B) e/ou chalconas amarelas (C) (Figura 3).11 Assim, o pH determina a 
proporção das espécies de antocianinas presentes, e, consequentemente, a cor destas 
soluções, sendo que o ião flavílio é a forma predominante em meios ácidos (pH 1-2).12  
Figura 2. A | Estrutura química base das antocianinas, representada pelo catião flavílio. B | Estrutura química da malvidina-
3-O-glucósido. A abreviação “Glc” refere-se à substituição do grupo na posição 3 do anel C por uma unidade de glucose.  
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Devido às inúmeras variantes estruturais que esta classe de polifenóis permite, a 
diversidade de antocianinas na natureza é realmente incalculável. Assim, a variabilidade 
de cores que estes pigmentos admitem, as suas conhecidas propriedades antioxidantes 
e os potenciais efeitos benéficos para a saúde fazem das antocianinas uma grande fonte 
de investimento a nível industrial, mas também científico. Encontra-se já descrito na 
literatura que estes compostos, em particular a malvidina-3-O-glucósido, poderão 
contribuir para o sabor dos frutos (e.g. adstringência e amargor).13, 14 Não obstante, as 
antocianinas são mais frequentemente associadas à cor dos alimentos e bebidas, como 
o vinho tinto. 
 
Figura 3. Equilíbrio químico de diferentes espécies de antocianinas, neste caso da malvidina-3-O-glucósido, em meio 
aquoso e em função do pH do meio. A abreviação “Glc” refere-se à substituição do grupo na posição 3 do anel C por 
uma unidade de glucose. Adaptado de Brouillard, R. et al. (1990) 
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1.1.2. Flavan-3-óis 
Os flavan-3-óis incluem diversas estruturas, desde a unidade monomérica dos 
isómeros (+)-catequina e (-)-epicatequina de baixo peso molecular,  às proantocianidinas 
de diferentes graus de polimerização. Estes compostos diferem entre si pela 
estereoquímica do carbono C3 do anel C e pelo grau de hidroxilação do anel B (um, dois, 
ou três grupos hidroxilo). Além disto, alguns compostos desta classe de polifenóis 
apresentam-se esterificados com um ácido gálhico na posição 3 do anel C por uma ligação 
éster (Figura 4).1  
Esta é a classe de flavonóides mais abundante na dieta alimentar e está 
normalmente mais associada ao sabor dos alimentos do que as antocianinas, sendo 
muitas vezes referidos como importantes modeladores da adstringência e também do 
amargor.15 Ainda, existem vários estudos que descrevem as suas capacidades 
antioxidante, de cardio- e neuro-proteção e prevenção de cancro, estando estas 
relacionadas diretamente com a promoção da saúde.16  
 
 
 
 
 
1.2. Taninos 
Os taninos são uma das classes de polifenóis mais complexa estruturalmente e 
geralmente apresentam alto peso molecular.2, 3 A designação de “tanino” advém da sua 
capacidade característica de interação com proteínas, induzindo a sua precipitação. Não 
existe um consenso geral para uma definição química específica, uma vez que esta classe 
apresenta uma grande heterogeneidade, mas geralmente a sua classificação é atribuída 
consoante a estrutura e propriedades típicas. Usualmente reconhece-se dois grupos de 
taninos: condensados ou proantocianidinas e hidrolisáveis (Figura 5). Enquanto os 
primeiros são constituídos por unidades básicas de flavan-3-ol (catequina, epicatequina), 
os taninos hidrolisáveis distinguem-se pela sua composição em ácidos gálhicos 
(galhotaninos) ou ácidos elágicos (elagitaninos). De um modo geral, verifica-se que os 
Flavan-3-ol R1 R2 R3 R4 
(+)-afzlequina OH H H H 
(+)-catequina OH H H OH 
(-)-epicatequina H OH H OH 
(+)-galhocatequina OH H OH OH 
(+)-epigalhocatequina H OH OH OH 
(-)-epigalhocatequina 
galhato 
H O-
galhoilo 
OH OH 
Figura 4. Estrutura base dos flavan-3-óis e exemplos de alguns compostos mais comuns. 
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taninos hidrolisáveis apresentam um carácter mais hidrofóbico/apolar do que os 
condensados. Existe ainda outras classes minoritárias, como os florotaninos e os taninos 
complexos, encontrados em algas marinhas castanhas e pouco frequentemente 
integrados nas dietas humanas.1, 2  
 
A. B.  
          
 
 
Os taninos são principalmente abundantes em bebidas como o vinho tinto, a 
cerveja, o café, o chá e sumos de frutas.17, 18 Ainda, podem ser encontrados numa grande 
multiplicidade de derivados de plantas, como raízes, cascas, sementes, grainhas, frutos 
(secos) e bagas.19, 20 A abundância relativa destes componentes varia conforme o tipo e 
fração da planta, assim como com as condições climatéricas e geográficas. 
À semelhança de outros compostos polifenólicos, os taninos foram também já 
associados a inúmeros benefícios para a saúde e, assim, a sua presença a nível alimentar 
apresenta uma grande relevância. A sua atual fama como importantes nutracêuticos é 
ainda pouco aceite por alguns investigadores, uma vez que podem apresentar alguns 
efeitos prejudiciais, como a redução da biodisponiblidade do ferro e de algumas proteínas, 
interferindo com a absorção intestinal.2, 3 Na verdade, estas características dos taninos 
são importantes nos mecanismos defesa das plantas contra potenciais predadores, 
tornando-se estes potentes inibidores digestivos e tóxicos quando ingeridos em 
quantidades substanciais. Apesar de estarem muito associados à ideia de solubilidade, 
Figura 5. Estruturas químicas dos taninos. A | Estrutura geral das proantocianidinas B | Moléculas base dos 
taninos hidrolisáveis 1. Ácido gálhico 2. Ácido elágico. 
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os polímeros de taninos, compostos altamente hidroxilados, podem tornar-se insolúveis. 
Isto pode ficar a dever-se ao seu maior peso molecular, mas também ao seu possível 
envolvimento em complexações (não)-covalentes a matrizes de polissacáridos insolúveis 
das células vegetais.1 
 
1.2.1. Taninos condensados / proantocianidinas 
A estrutura dos taninos condensados permite a formação de uma grande 
variedade de compostos, desde oligómeros a polímeros, com diferentes graus de 
substituição e polimerização. Foram já identificadas 15 subclasses de proantocianidinas, 
mas duas parecem apresentar uma maior relevância, devido à sua predominância nos 
alimentos de origem vegetal21: procianidinas e prodelfinidinas, dependendo se o anel B se 
encontra di-hidroxilado ou tri-hidroxilado, respetivamente (Figura 5). As unidades base 
das procianidinas correspondem à (+)-catequina e (-)epicatequina, enquanto que as 
prodelfinidinas são formadas por galhocatequina e epigalhocatequina. Por um lado, estes 
monómeros podem estar ligados entre si somente por ligações flavânicas simples 
(ligações tipo B), fazendo-se estabelecer entre o carbono C4 de um flavanol e os carbonos 
C6 (C4C6) e C8 (C4C8) de outro (Figura 6.B.). Por outro lado, os polímeros de 
procianidinas podem ainda ser formados por ligações tipo A que consistem, para além da 
ligação C4C8, numa ligação éter entre os grupos hidroxilo dos carbonos C5 ou C7 do 
anel A de um monómero e o carbono C2 do anel C de outro flavanol (C2C7) (Figura 
6.A.).1, 22 
 
A. B. 
  
  
Figura 6. Estruturas químicas de algumas procianidinas diméricas com ligações A | tipo A, exemplificadas pela procianidina A2 e 
B | tipo B, correspondentes aos dímeros C4-C6 e C4-C8. 
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1.2.2. Taninos hidrolisáveis  
A denominação de “hidrolisáveis” atribuída a este tipo de taninos advém da grande 
facilidade de clivagem das ligações éster por hidrólise que estes taninos possuem. Porém, 
estes compostos podem também possuir outro tipo de ligações (C-C, C-O-C) capazes de 
formar dímeros e outras estruturas mais complexas que aparentam ser mais resistentes 
a quebras químicas.22 
Como foi já referido, é possível distinguir dois tipos de taninos hidrolisáveis que se 
diferenciam pelas suas unidades monoméricas (ácido gálhico ou ácido elágico). Ambos 
os tipos estão esterificados a um poliol, normalmente a glucose, por uma ligação éster. 
Os elagitaninos possuem a particularidade de serem compostos por unidades 
hexahidroxidifenol (HHDP), sendo que estas podem ser formadas a partir de duas 
unidades galhoilo dos galhotaninos. Ainda, reações sucessivas de oxidação levam à 
formação de unidades nonahidroxiterfenol (NHTP), presentes em algumas estruturas 
deste tipo de taninos (como a vescalagina e castalagina) (Figura 7).23  
 
 
 
 
 Os taninos hidrolisáveis encontram-se em menor quantidade na nossa dieta 
quando comparados com os condensados, principalmente por estarem mais presentes 
em regiões não comestíveis das plantas, como folhas, galhos e madeira.1, 24 Isto poderá 
justificar o facto de a sua influência na saúde ser menos abordada pelos investigadores. 
No entanto, muitas vezes estes compostos são introduzidos nos alimentos através de 
processamentos industriais. O caso mais comum é o do vinho tinto, em que durante o 
envelhecimento em barricas, os taninos hidrolisáveis provenientes da madeira do carvalho 
podem ser extraídos pelo próprio vinho.25 
Figura 7. Unidades estruturais HHDP e NHTP características dos elagitaninos, presentes, neste caso, na estrutura 
química da vescalagina. 
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1.2.3. Compostos tannin-like 
 Os “tannin-like” são polímeros derivados de flavan-3-óis, proantocianidinas e 
outros compostos polifenólicos, formados por transformação enzimática e/ou química 
durante o processamento de alguns alimentos (e.g. vinificação). No geral, possuem as 
mesmas características estruturais das classes de taninos supracitadas e também 
algumas das suas propriedades biológicas.26 Estes compostos podem ser formados 
principalmente segundo duas vias de reação, sendo que uma delas consiste numa 
condensação mediada por acetaldeído (Figura 8).27 Quando esta última situação ocorre 
entre flavonóides, formam-se polímeros ligados por pontes de etilo.28 No entanto, este tipo 
de reação não é exclusivo dos flavan-3-óis, podendo também ocorrer entre eles e 
antocianinas ou apenas entre estes pigmentos.29 No caso de se verificar a interação entre 
os dois tipos de polifenóis, podem formar-se aductos flavanol-antocianina e 
piranoantocianina-flavanol com pontes de etilo. A segunda via de reação é direta, não 
requerendo a presença de acetaldeído, e formam-se compostos de flavonóides e 
antocianinas.30 Estudos mostraram que a presença de acetaldeído em soluções ricas em 
polifenóis promove a formação de grandes polímeros fenólicos capazes de precipitar em 
solução.31, 32 Ainda, verifica-se uma estabilização da cor das soluções provocada pelo 
aumento da polimerização das antocianinas com os taninos, num mecanismo descrito na 
secção 2. que se segue. 
 
 
 
Figura 8. Mecanismo exemplificativo das reações de condensação mediadas por acetaldeído que levam à formação de 
compostos tannin-like, neste caso entre flavan-3-óis e antocianinas. Adaptado de Es-Safi, N. et al. (2002) 
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2. Copigmentação 
A copigmentação é um processo espontâneo e exotérmico, caracterizando-se por 
um desvio/aumento do comprimento de onda de absorvância máxima (λmáx) na zona 
visível do espetro do complexo (antocianina+copigmento) em comparação com a 
antocianina livre.33 A valores de pH pouco ácidos (4-6), verifica-se que soluções de 
antocianinas puras apresentam uma coloração muito fraca ou praticamente incolor. No 
entanto, quando nas mesmas condições, mas na presença de outros compostos, como 
acontece no vinho tinto, estes pigmentos manifestam uma grande variação de cores 
intensas características. Estas observações podem ser descritas, por um lado, pelo 
fenómeno de copigmentação,34 no qual as antocianinas emparelham com outras 
molécula(s) orgânica(s) e há uma estabilização da cor, ou, por outro lado, por interação 
com metais. As referidas moléculas, vulgarmente denominadas de “copigmentos”, são 
usualmente incolores com um sistema-π rico em eletrões, sendo que os exemplos mais 
comuns incluem os flavonóides, alcaloides, aminoácidos, ácidos orgânicos e 
polissacáridos.  Este processo pode ocorrer por interação entre diferentes 
moléculas de antocianinas e copigmentos (intermolecular), entre as várias moléculas de 
antocianinas (auto-associação)35 ou ainda por interações intramoleculares36, onde o 
copigmento faz parte da própria molécula de antocianina (Figura 9).12 As ligações mais 
importantes envolvidas na formação destes complexos antocianina-copigmento incluem 
as pontes de hidrogénio, as interações hidrofóbicas e π-π.37 
 
A. B. C. 
 
 
 
A copigmentação depende do tipo e concentração das antocianinas e copigmentos 
envolventes, bem como do pH, temperatura e solvente.38 Condições mais extremas, como 
o aumento da temperatura e da força iónica, podem levar ao enfraquecimento do efeito 
do copigmento e à quebra destes complexos, debilitando a estabilização da cor das 
soluções. A água é também um fator crucial neste processo devido à sua estrutura 
molecular e às interações que potencia.39 Assim, a presença de outros solventes poderá 
diminuir o efeito por interferirem com o estabelecimento das interações referidas 
Figura 9. Esquemas dos diferentes tipos de copigmentação. A | Copigmentação Intermolecular, B | Auto-associação e 
C | Copigmentação Intramolecular. Adaptado de Maite, T. et al. (2012) 
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anteriormente.40 Este fenómeno representa um grande foco de interesse na indústria, uma 
vez que potencia e estabiliza o tão valorizado caráter corante associado aos pigmentos 
naturais das plantas. 
 
3. Saliva 
 A saliva é um importante lubrificador da boca, participando na moldagem da 
comida para posterior digestão e também na perceção do sabor dos alimentos. Além disto, 
é responsável por manter o pH da cavidade oral, atua como agente antifúngico e antiviral 
e ainda ajuda a neutralizar o refluxo ácido no esófago.41 
Mais concretamente, a saliva é um fluído aquoso, constituído por 99% de água e 
formado na boca pelo fluído crevicular, bactérias, detritos celulares e excreções das 
glândulas salivares maiores e menores. É composta por uma variada mistura de 
compostos orgânicos e inorgânicos, incluindo eletrólitos, imunoglobulinas e proteínas, 
entre as quais algumas enzimas (lípases, glicosidases e protéases).42, 43 A excreção de 
saliva é controlada pelo sistema nervoso autónomo (sistemas simpático e parassimpático) 
e por sistemas de transdução de sinal que acoplam a estimulação de recetores aos 
mecanismos de transporte de iões e excreção de proteínas. Dependendo da idade, 
género, dieta, ritmos circadianos, presença ou ausência de doenças e agentes 
farmacológicos, a composição da saliva pode ser a mais variada. Para além disso, o 
volume de saliva produzido está dependente da presença de estimulação (saliva 
estimulada), como a ingestão de alimentos, sendo que a contribuição das diferentes 
glândulas salivares para a constituição da saliva também depende deste fator.44 Por 
exemplo, a glândula parótida contribui mais para uma saliva estimulada, diminuindo a sua 
viscosidade e aumentando o teor de proteínas ricas em prolina (PRPs).45 Em condições 
de repouso (saliva não estimulada), as contribuições relativas das glândulas salivares 
maiores correspondem geralmente a 69% submandibular, 26% parótida e 5% sublingual. 
Nestas circunstâncias, um fluxo considerado normal apresenta valores da ordem dos 0,2 
mL.min-1, mas estes podem aumentar para mais do dobro quando sob estimulação.42 A 
estimulação por ingestão de bebidas e alimentos pode também influenciar o pH normal 
de 6-7 da saliva,46 podendo diminuir estes valores consideravelmente até próximo de 
4,0.47, 48 
 
3.1. Proteínas salivares (PS) 
 Até 2015, foram já identificadas mais de 3000 proteínas na saliva humana.49 Esta 
grande diversidade proteómica e os diferentes fatores intrínsecos e extrínsecos referidos 
anteriormente que fazem variar a composição da saliva refletem-se muitas vezes na 
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formação de salivas muito distintas.44, 50 Para além disto, os ritmos circadianos parecem 
ser também de grande importância no que diz respeito aos níveis das diferentes proteínas 
salivares (PS) durante o dia. Um estudo revelou que se atinge um pico máximo de 
algumas PS na saliva por volta das 14h.45 Porém, o modo como estas diferenças ocorrem 
ao longo do tempo é ainda pouco compreendido. 
 As famílias de proteínas mais importantes até agora identificadas na saliva incluem 
as PRPs, estaterina, péptido P-B, cistatinas, histatinas e mucinas (Figura 10).51, 52 A saliva 
não estimulada apresenta uma maior quantidade de histatinas por estas serem produzidas 
tanto pela glândula submandibular como pela parótida, contrastando com as PRPs que 
parecem contribuir mais para uma saliva estimulada, onde as excreções da parótida 
predominam.53 De entre as enzimas mais comuns na saliva, a α-amilase é a maior (60kDa) 
e mais abundante, representando cerca de 30% do total de proteínas.54 Esta proteína 
globular tem como função primordial catalisar a hidrólise do amido, mas também participa 
na formação do esmalte, cáries e placa bacteriana por ligar alguns tipos de bactérias.55 
 
 
 
 
3.1.1. Proteínas ricas em prolina (PRPs) 
As proteínas mais abundantes na saliva, representando cerca de 70% de todas as 
PS, são as PRPs. Este nome advém da sua sequência de aminoácidos característica 
abundante em prolina, um resíduo pouco comum em proteínas biológicas. Estas PS 
apresentam uma conformação aberta e possuem aproximadamente 19 resíduos de 
prolina (25-42%), glicina (16-22%) e glutamina (15-28%) repetidos entre 5 a 15 vezes.42, 
56 Estas PS são classificadas como proteínas intrinsecamente desestruturadas 
Mucinas
20%
Amilase
20%
bPRP
20%
aPRP
12%
gPRP
5%
Estaterina
1%
Cistatinas "S"
8%
Histatinas
1%
ASH
6%
IgG
2%
sIgA
3%
Outras
2%
Figura 10. Percentagens aproximadas das principais classes de proteínas e péptidos salivares encontrados na saliva. 
aPRPs, proteínas ricas em prolina acídicas; ASH, albumina de soro humano; bPRPs, proteínas ricas em prolina básicas; 
gPRPs, proteínas ricas em prolina glicosiladas; IgG, imunoglobulina G; sIgA, imunoglobulina A secretora. Adaptado de 
Messana, I. et al. (2008).  
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(intrinsically unstructured proteins), porque, apesar de serem funcionais, não possuem 
uma estrutura terciária estável.57 
As PRPs são segregadas pelas glândulas submandibular e parótida e contribuem 
para a homeostasia do cálcio na cavidade oral. Podem ser divididas em PRPs básicas 
(bPRPs), glicosiladas (gPRPs) e acídicas (aPRPs), conforme a sua carga e a 
presença/ausência de carboidratos. As duas primeiras constituem o grupo mais complexo, 
sendo expressas por 4 genes diferentes, PRB1, 2, 3 e 4, do cromossoma 12p13.2. Mais 
de 11 isoformas de bPRPs58  humanas e 5 de aPRPs59 foram já identificadas. Apesar de 
não se registarem evidências claras das funções de cada tipo de PRPs, estas possuem 
algumas particularidades que permite distingui-las.  
Contrariamente ao que acontece com as aPRPs, as bPRPs são fragmentos 
peptídicos resultantes de proteínas de maiores dimensões. Devido à grande 
complexidade desta família de PS, e apesar de algumas estruturas terem sido já 
caracterizadas, muitas carecem de mais informações. Apresentam um ponto isoelétrico 
(pI) bastante elevado (>9) quando comparando com as aPRPs, devido principalmente ao 
facto de possuírem resíduos que são pouco ionizados a pH básico ou neutro. Tem sido 
aceite que as bPRPs estão de algum modo associadas à proteção contra os efeitos 
nefastos dos taninos no trato gastrointestinal, uma vez que apresentam uma grande 
capacidade de ligação a estes compostos.58 Aliás, estas PS são extensamente descritas 
na literatura60 como as que possuem maior afinidade para os taninos dos alimentos. Ainda, 
parecem estar também relacionadas com ligação a bactérias e apresentam atividade 
antiviral.43  
As gPRPs são bPRPs que podem apresentar 50% da sua estrutura N- ou O-
glicosilada nos resíduos de arginina, treonina e serina.61 Apesar de ser muito 
característico das gPRPs, tanto as aPRPs como as bPRPs também podem apresentar 
algum nível de glicosilação. As funções mais comummente associadas às gPRPs são, 
juntamente com as mucinas,   a lubrificação da cavidade oral e a prevenção da aglutinação 
bacteriana.43 Esta capacidade lubrificante das gPRPs é dependente não só do tipo de 
carboidratos, mas também da extensão da glicosilação.62 
O carácter acídico das aPRPs (baixo pI) é conferido pela presença de resíduos de 
ácido aspártico e glutâmico na sua composição, principalmente na região N-terminal. 
Ainda a nível estrutural, possuem alguns grupos fosfato (Ser 8, 17 e 22) e a sua região C-
terminal é semelhante à das bPRPs.63 Para além de estarem envolvidas na manutenção 
dos níveis de cálcio, participam também na ligação de bactérias à cavidade oral. A 
capacidade destas proteínas interagirem com diferentes compostos polifenólicos foi 
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também já muito abordada, sendo que vários estudos defendem a sua maior afinidade 
comparativamente com as bPRPs. 51, 64, 65 
 
3.1.2. Estaterina 
 A estaterina é um pequeno péptido (5232 Da), fosforilado nos resíduos Ser-2 e 
Ser-3 e constituído por um N-terminal muito ácido.66 O gene responsável pela sua 
expressão é o STATH, que se encontra no cromossoma 4q13.3.67 É segregada pela 
glândula parótida e dos 43 aminoácidos que a constituem, os resíduos de tirosina são os 
mais abundantes, apresentando várias isoformas. Assim como as PRPs, a estaterina é 
responsável pela manutenção da supersaturação do cálcio iónico e protege, assim, os 
dentes da desmineralização. É graças à região N-terminal muito negativa da estaterina 
que esta ligação ao cálcio se estabelece, apesar de estar dependente também do nível 
de fosforilação da PS. Ainda, em coordenação com as PRPs, esta proteína permite a 
ligação de muitos microrganismos aos dentes e a outras superfícies da cavidade oral. 44, 
66 
 
3.1.3. Péptido P-B 
 Apesar de muitas vezes o péptido P-B (5792 Da) ser incluído na família das bPRPs 
devido ao seu alto teor em resíduos de prolina (quase 50% da sua sequência total), este 
apresenta maiores similaridades com a estaterina.  Estas duas PS têm em comum 
algumas sequências consensus, e para além disso o péptido P-B é um produto de um 
gene específico muito próximo do gene STATH, o gene PROL3, ao contrário das bPRPs 
(genes PRB1-4). Para além disso, o péptido P-B é uma proteína matura em si, e não um 
produto resultante da degradação de outras proteínas maiores. A maior distinção relativa 
ao péptido P-B verifica-se a nível estrutural, no sentido em que este apresenta vários 
resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, como a fenilalanina, leucina e isoleucina, e três 
resíduos de tirosina.58, 68 
 
3.1.4. Cistatinas 
 As cistatinas são pequenas proteínas estruturadas com pesos moleculares entre 
13 e 14 kDa e possuem duas pontes dissulfito. O seu nome advém do facto de serem 
inibidores endógenos de proteases de cisteína. As cistatinas mais abundantes na saliva 
humana são as cistatinas S1 e SN. Apresentam um papel de proteção dos tecidos contra 
a degradação por atividade proteolítica e também demonstram alguma atividade 
antimicrobiana.69 
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3.1.5. Outras PS   
 As histatinas são pequenos péptidos ricos em resíduos de histidina (18-29%). 
Foram já identificas e isoladas 12 histatinas que apenas se encontram na saliva, dentro 
das quais as HRP1, 3 e 5 são as mais predominantes. Esta família de PS participa na 
proteção da cavidade oral, na formação do esmalte dos dentes e também atua como 
agente antimicrobiano e antifúngico. Por serem facilmente degradas, a sua abundância 
na saliva total é menor do que quando comparada nas excreções diretas das glândulas 
submandibular e parótida.70  
 As principais PS segregadas pela glândula submandibular e em parte também pela 
glândula parótida são as mucinas, em especial a MG1 (> 1MDa) e a MG2 (200-250 kDa).1 
Estas glicoproteínas, pouco solúveis, são responsáveis pelas propriedades viscoelásticas 
da saliva, sendo que quanto maior for a sua abundância, mais viscosa será a saliva. Ainda, 
e assim como as histatinas, apresentam um importante papel antifúngico.44 
 
4. Interação polifenóis-proteínas 
 Dos compostos que constituem a grande família dos polifenóis, os taninos são os 
mais descritos na literatura71-73 no que diz respeito à capacidade de se comportarem como 
ligandos multidentados. Estes interagem, entre outros, com diversos locais das estruturas 
de diferentes proteínas (PRPs,51 caseína,74 gelatina,24 BSA, α-amilase,54 hemoglobina,75 
histatinas,53 mucinas,76 etc.). Em particular, as interações que estabelecem com proteínas 
biológicas, como as PS, apresentam um especial interesse na área da saúde.  
 
4.1. Considerações gerais 
Apesar de este ser um tópico vastamente estudado, os fatores que influenciam as 
interações entre polifenóis e proteínas são vários e, portanto, dificultam a tarefa de 
caracterização e generalização das diferentes interações. A referida variabilidade não 
depende apenas das características específicas das duas espécies intervenientes, mas 
também do meio e condições em que estas se encontram. Mais concretamente, os fatores 
que parecem interferir na interação polifenóis-proteínas incluem as estruturas, pesos 
moleculares, rácios molares e concentrações das duas espécies, assim como o pH, a 
força iónica, o tipo de iões, a temperatura, entre outros.1 O pH do meio influencia o grau 
de ionização das duas espécies e, consequentemente, as repulsões eletrostáticas entre 
elas.77  
No que diz respeito às proteínas, o seu tamanho, carga, tipo de cadeias laterais e 
conformação são das características que mais influenciam a sua capacidade de interação 
com os taninos.1 Em condições semelhantes, verifica-se que proteínas maiores, mais 
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globulares e estruturadas apresentam maior resistência para estabelecer interações do 
que proteínas com uma estrutura mais aberta, 78 devido sobretudo à menor acessibilidade 
dos aminoácidos hidrofóbicos no primeiro caso. As PRPs parecem ser as que têm maior 
afinidade, uma vez que as características estruturais únicas do aminoácido prolina 
representam importantes locais de ligação (interações hidrofóbicas e aceitador de pontes 
de hidrogénio). Mais precisamente, a sua forma planar rígida e a sua superfície hidrofóbica 
permitem estabelecer interações de stacking com outras superfícies hidrofóbicas, como é 
o caso dos anéis aromáticos dos polifenóis.78, 79 Para além da estrutura intrínseca deste 
aminoácido ser favorável à interação, a presença de resíduos de prolina promove o 
alongamento e abertura da estrutura polipeptídica e, assim, maximiza a superfície de 
ligação das proteínas disponível para interação.80 Ainda, como os resíduos de prolina são 
incapazes de formar pontes de hidrogénio intra- e intermoleculares com os átomos de 
oxigénio das ligações peptídicas,81 estes átomos tornam-se mais desimpedidos para 
estabelecerem pontes de hidrogénio com os grupos hidroxilo dos polifenóis. 
Generalizando, proteínas ricas em prolina tendem a ter uma maior exposição dos seus 
resíduos hidrofóbicos do que dos resíduos hidrofílicos.82 Do mesmo modo, a glicosilação 
das proteínas parece também influenciar a sua capacidade de interação, uma vez que, à 
semelhança dos resíduos de prolina, providencia uma conformação mais aberta.56  
Relativamente aos polifenóis, a sua capacidade de interação depende diretamente 
da estrutura, em particular do tamanho, conformação, flexibilidade, grau de hidroxilação, 
presença de grupos galhoilo, entre outros. De um modo geral, verifica-se o mesmo que 
para as proteínas em termos de peso molecular, ou seja, quanto maior o tamanho e, 
consequentemente, o número de locais de ligação, maior a afinidade.78, 80 Igualmente, 
compreende-se também que um maior grau de hidroxilação amplifica o número de 
interações possíveis, promovendo a formação de ligações polifenol-proteína.83 Por outro 
lado, alguns polifenóis são ainda capazes de realizar auto-associação pelo empilhamento 
π-π dos seus anéis aromáticos e este processo compromete a disponibilidade dos locais 
de ligação passíveis de interagir com as proteínas.80, 84 Assim, polifenóis mais 
polimerizados que exibam uma conformação mais rígida, apesar de possuírem grandes 
dimensões, podem apresentar maiores restrições na interação quando comparados com 
compostos mais flexíveis.7 Do mesmo modo, o aumento do grau de galhoilação parece 
também promover a interação, uma vez que a maior presença de anéis aromáticos e 
grupos hidroxilo permite estabelecer um maior número de pontes de hidrogénio e 
interações hidrofóbicas.54, 75 Contudo, é de ressalvar que estas relações dependem das 
características estruturais das proteínas com que estes polifenóis interagem.  
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De um modo geral, verifica-se que os taninos hidrolisáveis parecem interagir mais 
com proteínas do que os taninos condensados, não sendo estritamente necessário 
registar-se precipitação. Esta maior capacidade de interação inerente aos taninos 
hidrolisáveis estará provavelmente relacionada com o seu maior carácter apolar, 
favorecendo as ligações hidrofóbicas muito comuns nas interações polifenóis-proteínas.1, 
24, 64 
 
4.1.1. Tipo de interações  
As ligações estabelecidas entre os polifenóis e os vários epítopos de ligação de 
uma ou mais moléculas de proteína (ligações cruzadas) envolvem diferentes tipos de 
ligações químicas, sendo estas mais ou menos importantes para a força da interação 
estabelecida. As mais relevantes incluem ligações não-covalentes, como as interações 
hidrofílicas (pontes de hidrogénio) entre os grupos hidroxilo dos polifenóis e os grupos 
carbonilo/amina das proteínas e as interações hidrofóbicas entre os anéis benzénicos dos 
polifenóis e os aminoácidos apolares das cadeias laterais das proteínas.1, 85 Porém, 
também já foram reportadas ligações covalentes (irreversíveis) a pH alto, e ligações 
iónicas, embora menos comuns, porque os polifenóis são ácidos fracos (pKa de 9-10) e 
não apresentam carga a pH ácido ou neutro.86 
Apesar de não haver evidências claras de qual a contribuição relativa de cada tipo 
de interação, há indícios de uma cooperatividade entre si de modo a fortalecerem-se 
mutuamente. Não existe um único tipo de interações a contribuir para a formação dos 
complexos polifenóis-proteínas, mas dependendo das espécies intervenientes parece 
haver uma predominância relativa. Enquanto que no caso dos flavan-3-óis de baixo peso 
molecular as interações que estabelecem com algumas proteínas aparentarem ser 
preferencialmente pontes de hidrogénio, os taninos condensados parecem privilegiar as 
interações hidrofóbicas. Assim, no mecanismo que melhor traduz as interações polifenóis-
proteínas, verifica-se que as interações hidrofóbicas são as primeiras a ser 
estabelecidas80 e posteriormente as pontes de hidrogénio contribuem para a estabilização 
dos complexos.86, 87 Por oposição, outros artigos apresentam resultados que privilegiam 
as pontes de hidrogénio em alternativa às interações hidrofóbicas, mas as condições em 
que estes complexos foram estudadas diferem.88 Assume-se, de um modo geral, que a 
polaridade dos polifenóis envolvidos é o fator que melhor poderá prever o tipo de 
associação (pontes de hidrogénio e interações hidrofóbicas) estabelecida com as 
proteínas, sendo que polifenóis mais apolares favorecem as interações hidrofóbicas e os 
mais polares as pontes de hidrogénio.89 
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4.1.2. Modelos moleculares  
Ao longo dos anos, foram surgindo alguns modelos moleculares com o intuito de 
descrever este tipo de interações87, 90-92. Apesar de estes diferirem em alguns aspetos e 
não haver uma uniformização em relação a um modelo único, todos parecem entrar em 
consenso no facto de a estequiometria e o tamanho dos complexos formados dependerem 
das concentrações relativas de cada espécie, bem como dos rácios polifenol/proteína. 
Um dos primeiros modelos (1981)90 descreve a interação entre compostos 
fenólicos simples e uma proteína modelo, a albumina de soro bovino (BSA). McManus e 
seus colaboradores propuseram que a precipitação da BSA pelos polifenóis é dependente 
do pH e que este processo pode ser revertido com a adição de mais proteína. De um 
modo geral, o processo é descrito por uma fase inicial em que, a baixas concentrações 
de proteína, o polifenol se associa a um ou mais locais, formando uma monocamada 
menos hidrofílica que a proteína sozinha. Com o aumento da concentração de BSA, 
ocorrem ligações cruzadas com os polifenóis multidentados, intensificando a sua 
complexação. Isto traduz-se num aumento da agregação do complexo até se atingir um 
limite a partir do qual não se verifica mais precipitação. No entanto, os autores sugeriram 
que poderá haver alguma reversibilidade do processo se a adição das espécies for 
mantida. 
Mais tarde (1996)91, com o intuito de descrever o processo de turbidez da cerveja, 
Siebert e seus colegas propuseram um modelo capaz de corroborar uma teoria defendida 
anteriormente.93 Neste caso, os autores propõem que o aumento da concentração de 
polifenol, para uma quantidade fixa de proteína, permite alcançar um patamar ótimo de 
máxima precipitação e para rácios polifenol/proteína superiores ou inferiores a este os 
complexos formados diminuem (Figura 11.A.). O alcance do mesmo plateau também se 
verifica para a situação inversa, ou seja, no caso de a quantidade de polifenol ser fixada 
e os níveis de proteína aumentarem. Mais concretamente, considerando que cada 
molécula de polifenol e proteína apresenta um número fixo de locais de ligação capazes 
de interagir entre si, a maior interação possível alcançar-se-á quando o número de locais 
de ligação de cada espécie se iguala (Figura 11.B.). No caso de haver um excesso de 
proteína, assume-se que a capacidade dos polifenóis estabelecerem pontes cruzadas 
entre diversas moléculas proteicas será insuficiente para se atingir o plateau. Deste modo, 
a formação de dímeros proteicos e agregados mais pequenos será privilegiada. Na 
situação contrária, em que se verifica uma maior concentração de polifenóis em vez de 
proteína, os locais de ligação desta última estarão saturados e, portanto, o número de 
ligações cruzadas estabelecidas pelos polifenóis será também limitado. Este modelo 
sugere, assim, que a máxima interação possível de se alcançar, que neste caso se traduz 
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na turbidez, está relacionada com a estequiometria dos complexos e da concentração 
relativa de cada espécie. Em 1987, Hagerman e seus colegas sugeriram uma hipótese 
capaz de explicar este modelo, onde descreveram o comportamento hiperbólico entre as 
concentrações das duas espécies passíveis de interagir com a capacidade de formar 
agregados, estando a capacidade de interação dependente deste fator estequiométrico.93 
 
A. B.  
  
  
 
Porém, estes modelos continuavam a ser pouco realistas para alguns tipos de 
proteínas, como é o caso das PRPs, por não traduzirem o comportamento peculiar destas 
proteínas pouco estruturadas. Assim, mais tarde (2002)87 surgiu uma teoria alternativa 
com vista a descrever melhor estas situações em que a reversibilidade da precipitação 
dos complexos polifenol-proteína não se verifica. Nestes casos, e considerando a alta 
afinidade polifenóis-PRPs, independentemente das adições sucessivas de proteína a uma 
dada quantidade de polifenol, os complexos insolúveis já formados permanecem 
inalteráveis. Charlton e seus colaboradores sugeriram um modelo em que a interação 
entre polifenóis e proteínas ocorre segundo um mecanismo de três passos, o que foi 
confirmado em estudos posteriores (Figura 12).92 Inicialmente, a conformação aberta da 
proteína é alterada para uma estruturação mais enrolada e compactada como resultado 
da ligação sucessiva dos polifenóis multidentados a vários locais da mesma proteína. No 
segundo passo, e à medida que a concentração de polifenóis aumenta, estes estabelecem 
ligações cruzadas com diferentes moléculas proteicas até se formarem complexos 
insolúveis. No passo final, em que cada vez mais moléculas são adicionadas e mais 
ligações são estabelecidas, o complexo agrega-se em partículas que precipitam na 
solução. Assim, verifica-se também neste caso que há um rácio ótimo polifenol-proteína 
Figura 11. Mecanismo molecular proposto para a interação entre polifenóis e proteínas. A | Curva de nefelometria 
representativa da concentração de uma proteína numa mistura com uma concentração fixa de polifenóis. 1. Excesso de 
polifenol; 2. Plateau; 3. Excesso de proteína. Adaptado de Hagerman, A. et al. (1987). B | Modelo proposto para 
interação entre polifenóis com duas extremidades representativas e proteínas com respetivos locais de ligação. 
Adaptado de Siebert, K. J. et al. (1996) 
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para o qual a precipitação é máxima, correspondendo ao ponto em que o número de locais 
de ligação dos polifenóis e das proteínas se iguala.   
 
 
 
4.2. Interação polifenóis-proteínas salivares 
 A função das PS como primeira linha de defesa do organismo contra possíveis 
agentes prejudiciais encontra-se bem descrito na literatura.94 No caso particular dos 
polifenóis, as PS são capazes de interagir em especial com os taninos, formando 
complexos (in)solúveis. Deste modo, as PS conseguem diminuir os possíveis efeitos anti-
nutricionais destes compostos fenólicos, prevenindo a sua potencial atividade pejorativa 
nos sistemas biológicos.95 Por outro lado, esta interação pode também ter efeitos 
adversos associados, uma vez que os polifenóis, ao interagirem com as PS, podem deixar 
de ser absorvidos no trato gastrointestinal e consequentemente deixarem de exercer as 
suas atividades benéficas.96 Estudos revelaram que as interações entre alguns polifenóis 
e proteínas afetam a capacidade antioxidante dos primeiros, sendo assim de esperar que 
o mesmo aconteça no caso das PS.97  Em alternativa, também já se verificou que outras 
proteínas auxiliam o seu transporte pelo organismo de modo a atingir os diferentes órgãos 
e aí exercer a sua ação benéfica.98 Tendo isto em conta, coloca-se em questão o efeito 
real in vivo benéfico dos compostos polifenólicos e se a sua interação com as PS interfere 
na biodisponibilidade de ambas as espécies. 
 À semelhança do que foi referido anteriormente para as proteínas no geral, as 
interações que as PS estabelecem depende também das suas especificidades e das 
características dos polifenóis com que interagem. Em termos estruturais, o número e a 
posição dos grupos hidroxilo dos flavan-3-óis são fatores críticos para a sua capacidade 
de interagir com PS.99 Um estudo envolvendo a análise comparativa de proantocianidinas 
mostrou que os dímeros que possuem ligações interflavânicas C4C8 (dímeros B3 e B4) 
Figura 12. Modelo molecular de ligação proposto para a interação entre polifenóis e proteínas. No 1º passo, os 
polifenóis ligados à proteína em vários locais induzem a sua compactação; no 2º passo, os polifenóis estabelecem 
ligações cruzadas com outras moléculas de proteína e formam-se complexos insolúveis; no 3º passo, o agregado 
final mais complexo precipita. Adaptado de Jöbstl, E. et al. (2004) 
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apresentam uma maior afinidade do que os seus análogos com ligações C4C6 (dímeros 
B6 e B8). Isto estará provavelmente relacionado com as restrições conformacionais 
conferidas neste último tipo de ligações.100 Existem evidências que parecem favorecer 
polifenóis maiores e mais hidrofóbicos na interação com proteínas ricas em prolina, 
principalmente pelo seu maior carácter multidentado.54, 80 Para além da mais conhecida 
interação entre os anéis pirrólicos da prolina e aromáticos dos polifenóis, os anéis imidazol 
dos resíduos de histidina das histatinas parecem ser também relevantes nestas interações 
de stacking.53  
 Os fatores externos afetam igualmente a interação particular taninos-PS, como em 
todas as interações polifenóis-proteínas. Foi demonstrado que o pH é algo determinante, 
tendo-se verificado que a pH 5,0, um valor intermediário entre o pH do vinho (3,4) e a 
saliva (7,0), as proteínas estão mais estáveis e a interação é muito intensa.101  
Estudos mais recentes mostraram uma preferência relativa da ordem de 
precipitação das diferentes proteínas que constituem a saliva total quando estas estão em 
competição e em contacto com algumas proantocianidinas, sendo que as primeiras a 
interagir são as aPRPs e a estaterina, seguindo-se as histatinas, as gPRPs e por fim as 
bPRPs.51 Ainda, o grau de glicosilação é importante para a capacidade das proteínas de 
agregar taninos.56 Estudos revelaram que o aumento dos grupos glicosilo, por um lado, 
favorece a interação em parte por aumentar a superfície de contacto da proteína, e por 
outro, promover a solubilidade dos complexos formados.60, 102  
 
4.2.1. Adstringência 
A adstringência resulta da ingestão de compostos ditos “adstringentes”, 
encontrados em muitos alimentos derivados de plantas, especialmente frutos pouco 
maduros, e bebidas, como o chá, café, vinho e sumos de frutas.72, 103 Os polifenóis, mais 
precisamente os taninos, vários sais de catiões multivalentes, agentes desidratantes 
(álcool e acetona) e ácidos fazem parte deste grupo de moléculas adstringentes.104 
Inicialmente, logo após a ingestão dos compostos adstringentes, esta sensação pode ser 
muito subtil e demorar um pouco até ser totalmente percecionada (15 segundos), mas a 
exposição repetida a estes agentes poderá intensificar as sensações que se 
desencadeiam na boca.105 Aliás, sabe-se que a exposição repetitiva ao ácido tânico 
(composto adstringente) leva a um aumento da duração da adstringência, mas o máximo 
de intensidade e o tempo que decorre até atingir esse máximo não são alterados.106 
Apesar do conceito de adstringência ser ainda alvo de muito debate, os mais 
recentes estudos definem este fenómeno como um conjunto de sensações tácteis.104 Uma 
vez que a adstringência é descrita pelo desenvolvimento de constrição, aspereza, secura 
FCUP 
Influência das Proteínas Salivares no Sabor dos Alimentos:               
Estudo da Interação Polifenóis/Proteínas Salivares 
24 
 
Mafalda Santos Silva | 2017 
e rugosidade da cavidade oral, a associação deste mecanismo a uma sensação 
gustativa107 tem vindo a cair em desuso. Ainda, esta hipótese pode ser também refutada 
pelo facto de a adstringência ser sentida em algumas regiões da boca que não possuem 
recetores de sabor.104, 108 A existência ou ativação de recetores que reconheçam 
compostos adstringentes ainda não foi também totalmente elucidada, ficando por 
esclarecer se o processo envolve quimio- e/ou mecanoceção.109 No entanto, sabe-se que 
a diminuição da lubrificação  e consequente fricção da mucosa é um fator muito associado 
ao fenómeno de adstringência e isto pode levar à ativação de mecanorecetores.110-112 A 
acrescentar à complexidade deste fenómeno, e apesar de terem origem noutros 
mecanismos, o amargor e a acidez são também sensações que comummente 
acompanham a adstringência, tornando a sua perceção ainda mais confusa.105, 113 Por 
tudo isto, é de esperar que a adstringência desencadeada por alimentos ricos em taninos 
seja associada a um aspeto negativo. No entanto, níveis moderados de adstringência em 
algumas bebidas, como o chá verde/preto, o vinho tinto ou a cerveja, é desejado pelos 
consumidores, pois estão associados quer ao sabor, quer à qualidade destes produtos.  
 Os mecanismos molecular e fisiológico pelos quais este fenómeno se desenvolve 
não estão também completamente esclarecidos pela complexidade de variantes e fatores 
envolvidos. A palavra “adstringência” advém do Latim “ad stringere” que significa “ligar”, 
o qual parece ser o principal processo bioquímico associado a este conjunto de 
sensações.104 O mecanismo mais aceite baseia-se na interação entre os polifenóis da 
dieta e as proteínas salivares, resultando na formação de agregados (in)solúveis.114, 115 
Assim, assume-se que a capacidade dos polifenóis interagirem com as proteínas será 
proporcional à adstringência, sendo que os mesmos fatores que interferem na formação 
dos agregados influenciam também este processo. De um modo geral, a interação dos 
taninos com as proteínas salivares induz a precipitação destas últimas, reduzindo a 
lubrificação da cavidade oral e aumentando a fricção da sua superfície, estimulando assim 
os mecanorecetores aí existentes.116 Resultante da falta de lubrificação, pela precipitação 
das mucinas,76, 104 há uma maior constrição dos tecidos e a sensação de rugosidade e 
aspereza aumenta.1 A perceção da adstringência está diretamente relacionada com as 
características estruturais dos taninos, sendo que moléculas de maiores dimensões e 
mais polimerizadas estão normalmente associadas a uma maior adstringência, por 
proporcionarem mais pontos de interação com as proteínas e assim promover a sua 
precipitação.72, 113 Curiosamente, a (-)-epicatequina é percecionada como mais 
adstringente do que a (+)-catequina.117, 118 Tendo em conta que a (-)-epicatequina 
apresenta uma conformação mais planar ao nível do anel C e, sabendo que esta estrutura 
é favorável à formação de interações, compreende-se que o fenómeno de adstringência 
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seja promovido. Relativamente às PS, estudos com diferentes famílias revelaram ainda 
que estas podem estar envolvidas em diferentes fases do desenvolvimento da 
adstringência.51 O pH e a sacarose são outros dois fatores que podem influenciar a 
perceção da adstringência, sendo que a última induz uma redução desta sensação.106, 112 
Mais recentemente,119, 120 foi também demonstrado que as células orais humanas ligam 
os complexos taninos-PS e, consequentemente, podem contribuir para a perceção da 
adstringência. Ainda, o volume e o fluxo da saliva parecem ser também influenciados pela 
presença de agentes adstringentes.121  
A precipitação das PS, em especial das PRPs, quando em interação com polifenóis 
encontra-se muito descrita como a base do desenvolvimento da adstringência.92, 115 
Porém, grande parte destes estudos são realizados in vitro e recorrem a proteínas-modelo 
(e.g. gelatina, caseína, BSA) em alternativa às PS encontradas na saliva humana, 
levantando algumas questões inerentes à especificidade da interação.24, 92 De facto, o uso 
de proteínas não-salivares que apresentem uma estrutura diferente das encontradas na 
saliva humana é alvo de alguma reticência, uma vez que, como já referido, vários estudos 
demonstram a influência que este fator tem na interação polifenol-proteína. Ainda, muitos 
dos investigadores que focam o seu trabalho na compreensão do desenvolvimento da 
adstringência parecem atentar mais na influência individual das diferentes PS, muitas 
vezes desvalorizando em parte o papel da saliva total. Consequentemente, sabe-se 
atualmente que as PRPs parecem ser as que mais interferem neste processo, sendo 
importante a sua concentração relativa na saliva perante compostos adstringentes.64 Por 
outro lado, demonstrou-se também que os taninos hidrolisáveis parecem interagir melhor 
com as proteínas e são percecionados como mais adstringentes do que os 
condensados.24, 64, 79 Porém, isto poderá não estar necessariamente associado de igual 
modo à maior capacidade de precipitação.24 Logo, e apesar de já se ter confirmado que a 
precipitação das PS é um processo importante no desenvolvimento da adstringência, esta 
não deverá ser a única causa para o mecanismo ocorrer, visto ter-se provado também 
que existem agentes adstringentes incapazes de precipitar diferentes proteínas.42, 111 Em 
suma, a origem da adstringência não pode ser resumida à simples interação tanino-PS, 
apesar de esta continuar a ser aceite como a base de todo o mecanismo, pois este 
fenómeno envolve uma grande complexidade de variantes.  
 
5. Amargor  
 A perceção do amargor é geralmente associada a uma importante função de 
defesa que os animais possuem de modo a evitar a ingestão de muitos compostos 
venenosos. No entanto, nem todas as substâncias percecionadas como amargas são 
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tóxicas e, portanto, este fenómeno não deverá ser apenas associado a um mecanismo de 
defesa. O sabor amargo é descrito como uma sensação gustativa, mais facilmente 
detetada nas papilas gustativas da parte de trás da língua, que também aumenta com a 
ingestão repetida de compostos amargos.112 De entre os 5 sabores básicos, o amargor é 
o mais complexo e menos descrito.122 Porém, as células recetoras sensoriais e o 
mecanismo molecular associados encontram-se já bem definidos.123, 124 Existem também 
bases de dados (e.g. BitterDB) com diversos compostos descritos como amargos. Pensa-
se que o amargor é modelado por células recetoras de sabor (TRC) especializadas, em 
corpúsculos gustativos da boca. Estas células expressam seletivamente uma família de 
recetores acoplados à proteína G (GPCRs), os TAS2Rs, e estes parecem ser os 
responsáveis pelo reconhecimento do amargor por moléculas extracelulares.125 Também 
já é aceite que, após a ativação dos TAS2Rs, o mecanismo molecular é caracterizado por 
uma cascata de transdução de sinal mediada por proteínas G e que no final resulta numa 
resposta celular.126, 127 Existem 25 TAS2Rs humanos, constituídos por 290-330 
aminoácidos, e com alta similaridade nesta sequência.122, 128 No entanto, eles apresentam 
uma certa diversidade a nível estrutural que lhes permite reconhecer compostos também 
com algumas diferenças de estruturas. Na verdade, verifica-se que diferentes compostos 
podem ativar o mesmo TAS2R e a situação reversa também pode ocorrer, ou seja, 
diferentes recetores podem ser ativados pela mesma substância.13 Esta diversidade de 
TAS2Rs permite que diferentes estímulos amargos ativem diferentes subpopulações de 
TRC, o que explica que diferentes indivíduos não percecionem o amargor de igual 
modo.128-130   O desafio tem sido também tentar perceber como é que compostos com 
estruturas tão diversas conseguem desencadear uma sensação de amargor tão uniforme 
e consistente.3 A Figura 13 demonstra a estrutura destes recetores, salientando os seus 
domínios transmembranares (estrutura em hepta-hélice) e resíduos mais comuns.131  
 
 
 
Figura 13. Representação esquemática da estrutura dos hTAS2Rs e dos seus domínios transmembranares, 
característicos das proteínas G. Os aminoácidos constituintes destas proteínas estão representados nos círculos por 
letras, sendo que os delimitados a tracejado correspondem aos resíduos que não são encontrados em todos os 
recetores. O código de cores utilizado indica a similaridade da sequência entre os 25 hTAS2Rs.  
Adaptado de Meyerhof, W. (2005) 
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Apesar de alguns aminoácidos localizados nas regiões intracelulares estarem 
presentes em quase todos os TAS2Rs, os domínios extracelulares (loops) são menos 
conservados. Esta será, provavelmente, a característica estrutural que permite formar os 
motivos heterogéneos de ligação aos diferentes compostos amargos.131 
O amargor é usualmente desencadeado pela exposição a compostos derivados 
das plantas, em particular flavonóides, mas também iões, aminoácidos, alcaloides, 
açúcares, entre outros.3, 132 De um modo geral, e à semelhança do que acontece com a 
adstringência, o amargor parece aumentar com a concentração de polifenóis.132 Apesar 
de ser um pouco controverso,113, 133 o grau de polimerização e a perceção do amargor 
parecem apresentar uma relação inversa, sendo que a intensidade aumenta quando estão 
envolvidos compostos polifenólicos de menores dimensões.134 Aliás, monómeros de 
flavonóides são percecionados mais como amargos do que como adstringentes.113, 132 Um 
exemplo específico desta relação é o dos estereoisómeros (-)-epicatequina e (+)-
catequina, os quais desencadeiam uma maior perceção do amargor do que os dímeros e 
ainda mais do que os trímeros constituídos por ambos os monómeros.135 Porém, a (-)-
epicatequina está descrita como sendo mais amarga do que o seu isómero (+)-catequina, 
sugerindo que a dimensão dos compostos não é a única característica que define o seu 
grau de amargor. O aumento da polimerização poderá estar associado com o aumento 
das interferências estéricas que reduzem a força das interações entre os flavonóides e o 
recetor a que se ligam, diminuindo a intensidade da perceção de amargor.135 Não 
obstante, um outro estudo mostrou que o limite de deteção do amargor das procianidinas 
diméricas é consideravelmente menor do que dos respetivos monómeros, sugerindo que 
mesmo em concentrações mais baixas, os polímeros serão mais responsáveis pelo sabor 
amargo do vinho tinto.133  
Relativamente a outros fatores que possam afetar o amargor, este não parece 
variar consideravelmente com o pH ou a viscosidade. Por outro lado, o etanol e a adição 
de açúcares parecem desencadear efeitos contrários neste mecanismo. Altas 
concentrações de etanol aumentam a perceção do amargor, enquanto a adição de 
açúcares reduz o efeito.110 Relativamente ao fluxo de saliva, verifica-se que indivíduos 
com fluxos mais baixos demoram mais tempo a desenvolver este sabor, mas a 
intensidade percecionada é maior.135 
Apesar de já terem sido reportados inúmeros compostos amargos, ainda há um 
défice de informação neste aspeto relativamente aos polifenóis encontrados nos 
alimentos. Não existe também uma relação clara entre o amargor e a estrutura dos 
polifenóis e os resultados até agora obtidos são de algum modo incosistentes.117 Assim, 
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começa a surgir algum interesse por parte dos investigadores neste sentido de uma maior 
definição destas relações.  
Um estudo demonstrou a ativação de três TAS2Rs (TAS2R4, TAS2R5 e 
TAS2R39) pela (-)-epicatequina com diferentes intensidades e de uma forma dependente 
da concentração aplicada. O mesmo estudo13 demonstrou também a ativação destes 
recetores de sabor amargo por outro tipo de flavonóides (e.g. malvidina-3-O-glucósido, 
TAS2R7) e foram determinados os respetivos valores da concentração efetiva na inibição 
de metade da atividade (EC50). Ainda, apesar de alguns estudos sensoriais não 
reconhecerem certos polifenóis como amargos,30 não significa necessariamente que estes 
não poderão ativar nenhum TAS2R.13 No que diz respeito às antocianinas, apesar de 
estudos mais antigos contrariarem a ideia da sua associação na modelação do sabor dos 
alimentos,30 existem já algumas evidências do seu papel na adstringência e no amargor.13, 
14 Assim, é necessário um maior foque nesta área de investigação e uma maior 
especificação das técnicas envolventes. 
  
II. Objetivos 
_______________________________________
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II. Objetivos 
A ingestão de alimentos ricos em polifenóis apresenta inúmeros benefícios para a 
saúde. A introdução ou reforço destes fitonutrientes na dieta representa uma importante 
medida na prevenção do desenvolvimento de muitas doenças. Aliás, a consciencialização 
da importância de uma dieta rica em alimentos derivados das plantas no bem-estar geral 
tem vindo a aumentar. No entanto, como alguns polifenóis são adstringentes e amargos, 
estes estão geralmente associados ao desenvolvimento de sensações organoléticas 
desagradáveis e, por isso, são muitas vezes rejeitados pelo consumidor comum. Por outro 
lado, quando estes atributos são devidamente modelados para níveis equilibrados, podem 
ser desejáveis em alguns produtos, como no vinho, chá e cerveja.  
Considerando que os processos de interação entre polifenóis-proteínas poderão 
estar na origem do desenvolvimento da adstringência e do amargor, a compreensão dos 
mecanismos associados a estas interações torna-se de extrema importância no intuito de 
modelar estas sensações. No entanto, o objetivo será que esta modelação não implique 
necessariamente a redução da quantidade dos polifenóis na dieta. Assim, o intuito 
primordial desta tese de mestrado é compreender qual o papel de diferentes famílias de 
proteínas salivares (PS) no desenvolvimento da adstringência e do sabor amargo.  
O estudo relativo à adstringência tem como objetivo comparar a capacidade de 
interação de diferentes PS isoladas da saliva humana com duas classes de polifenóis, as 
antocianinas e os taninos. Pretende-se estabelecer uma relação entre esta capacidade 
de interação e as estruturas moleculares de ambas as espécies envolvidas. Por um lado, 
tenciona-se também estudar a interação entre três PS (estaterina, péptido P-B e 
cistatinas) e duas classes de taninos (hidrolisáveis e condensados) que apresentam 
características estruturais distintas. Por outro lado, deseja-se perceber qual o efeito da 
adição de antocianinas na formação das interações polifenol-PS, através do fenómeno de 
copigmentação.  
Relativamente ao sabor amargo, as experiências realizadas basearam-se em dois 
estudos independentes. No primeiro, o intuito principal será estudar a ativação de 
diferentes recetores do sabor amargo (TAS2Rs) por vários polifenóis percecionados como 
amargos. No segundo, pretende-se compreender se e de que forma a presença das PS 
poderá afetar as ativações dos TAS2Rs por polifenóis já abordados em outros estudos, 
influenciando assim a perceção do amargor.  
A utilização de diferentes técnicas nestes estudos (fluorescência, STD-NMR e ITC) 
tem como objetivo reunir novas informações nesta área de investigação com vista a sua 
possível aplicação futura. 
III. Material e Métodos 
_______________________________________
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III. Material e Métodos 
1. Reagentes 
 Todos os reagentes utilizados nas experiências são de qualidade analítica ou 
superior. O acetonitrilo (ACN), o metanol (99,8%), o ácido fórmico (99-100%), o HCl e o 
ácido acético (99-100%) foram adquiridos à Chem-Lab, o ácido trifluoroacético (TFA) e o 
acetato de etilo (99,8%) à Sigma-Aldrich e o etanol 99% à marca AGA, Álcool e Géneros 
Alimentares, SA. O gel RP-18 (40-63 μm) LiChroprep utilizado pertence à marca Merck 
(Damstdt, Alemanha). A (-)-epicatequina foi comprada à Sigma-Aldrich e apresenta uma 
pureza maior do que 90%. Os polifenóis epigalhocatequina-3-galhato (EGCG) e 
pentagalhoílglucose (PGG) foram comprados à Biopurify Phytochemicals Ltd. (Chengu, 
Sichuan, China) com uma pureza maior do que 98%.  
 
2. Isolamento, purificação e identificação das PS 
 Para a obtenção das diferentes famílias de PS, foram recolhidas amostras de 
saliva total de voluntários masculinos e femininos saudáveis e não fumadores, com idades 
compreendidas entre os 22 e 36 anos. A recolha foi efetuada sempre às 14h para reduzir 
a variabilidade da concentração das PS inerente às flutuações dos ritmos circadianos de 
secreção. A ingestão de qualquer tipo de alimento ou bebida durante pelo menos uma 
hora antes da dádiva foi desaconselhada. Os dadores acumularam saliva no interior da 
cavidade oral durante aproximadamente 10 minutos e esta foi então recolhida num falcon.  
 Após a recolha, foi adicionado 25 μL de uma solução de TFA a 10% a cada 1800 
μL de saliva total, obtendo-se no final uma concentração de 0,1% de TFA. Esta mistura 
foi agitada no vortex e seguidamente centrifugada a 11,500 rpm durante 7 minutos. Do 
resultado da centrifugação, a porção precipitada, que inclui proteínas de alto peso 
molecular como α-amilase e mucinas, foi descartada. O sobrenadante, correspondente à 
saliva acídica, foi aplicado numa membrana de diálise (cut-off da membrana de 3,5 KDa), 
de modo a reter as proteínas de maiores dimensões e rejeitar as mais pequenas. O 
processo de diálise ocorreu em água desionizada ao longo de 24h a 4 ºC com agitação 
baixa constante e com mudanças de água periódicas (pelo menos 3 vezes). A saliva 
resultante foi novamente submetida a centrifugação, a 3000 rpm durante 5 minutos. 
Seguidamente, o sobrenadante foi liofilizado e ressuspendido numa proporção de 1:10 
para ser depois purificado por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) semi-
preparativo. Esta técnica permitiu o isolamento de 6 famílias de PS (bPRPs, aPRPs, 
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gPRPs, estaterina, péptido P-B e cistatinas), de acordo com o seu tempo de retenção, as 
quais foram seguidamente liofilizadas para posterior utilização.  
 Para o isolamento das PS, foi utilizado um sistema HPLC Lachrom Merck, Hitachi 
(L-7100) equipado com uma coluna de fase reversa Vydac C8 (Grace Davison Discovery 
Sciences, partícula de 5 μm, 150 x 2,1 mm). A deteção foi feita a 214 nm e foram utilizados 
dois eluentes: eluente A (TFA a 0,2% em água destilada) e eluente B (TFA a 0,2% numa 
mistura de 80/20 (v/v) de ACN/água). O gradiente foi mantido linear de 10% a 40% de 
eluente B durante 60 minutos, a um fluxo de 0,60 mL.min-1, após o qual a percentagem 
de eluente B aumentou para os 100% durante 10 minutos. Este incremento teve como 
objetivo limpar a coluna de HPLC, de modo a eluir outras proteínas que tenham ficado 
retidas. Por fim, a coluna foi estabilizada nas condições iniciais (90% de eluente A e 10% 
de eluente B).   
 A identificação das PS foi alcançada por recurso a espetrometria de massa com 
ionização por electrospray (ESI-MS) por análises de injeção de fluxo num espectrómetro 
de massa LTQ Orbitrap XL (Thermo Fischer Scientific, Bremen, Alemanha) controlado 
pelos programas LTQ Tune Plus 2.5.5 e Xcalibur 2.1.0. A voltagem do electrospray foi de 
3100 V e a temperatura do capilar utilizada foi 275 ºC. O fluxo de gás de azoto utilizado 
foi de 5 (unidades arbitrárias do software). As amostras foram diluídas numa mistura 
metanol/ACN/TFA 0,01% (5:5:90 v/v) 1:10 antes da análise correspondente. Após a 
análise de espetroscopia de massa, a deconvolução dos correspondentes espetros de 
massa foi efetuada no software MagTan 1.03.  
 
3. Extração, isolamento e purificação de polifenóis  
3.1. Elagitaninos 
 Os elagitaninos utilizados nas experiências foram obtidos por extração direta de 
produtos naturais, recorrendo a processos químicos simples e frequentemente utilizados 
em enologia. 
 A vescalagina, castalagina e grandinina foram obtidos a partir de chips de madeira 
de carvalho. Mais precisamente, foram pesadas cerca de 8 g de chips e adicionado 200 
mL de uma mistura 50/50 (v/v) de metanol/água. A amostra foi submetida ao aparelho de 
ultrassons durante 30 minutos, após os quais ficou em agitação constante durante 2 h. O 
extrato resultante foi filtrado num funil e com papel de filtro, de modo a separar as porções 
de maiores dimensões. A mistura foi submetida ao evaporador rotativo para retirar o 
metanol presente e concentrar a solução. Seguidamente, a amostra foi aplicada em C18 
e foram recolhidas duas frações, uma eluída apenas com água e outra com uma solução 
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de metanol a 10%. Ambas as frações foram juntas e novamente sujeitas ao evaporador 
rotativo para eliminar o metanol restante. A solução resultante foi aplicada em HPLC 
preparativo, de modo a isolar e purificar os três elagitaninos de interesse (vescalagina, 
castalagina e grandinina). A identificação dos taninos foi também confirmada por LC-MS. 
A punicalagina foi obtida como descrito na literatura,19 a partir da romã, mais 
concretamente, utilizando 1g de casca em pó do fruto. A extração deste pó foi realizada 2 
vezes com 30 mL de etanol a 40% e com auxílio de ultrassons durante 30 minutos. Depois 
de evaporar completamente o etanol presente, o extrato foi liofilizado e analisado por 
cromatografia líquida seguida de análise por espetrometria de massa (LC-MS) de modo a 
comprovar a presença da punicalagina. Adicionalmente, o isolamento e purificação foram 
conseguidos por HPLC preparativo e a determinação da sua pureza foi também realizada 
por LC-MS e 1H RMN (ressonância magnética nuclear). 
No isolamento e purificação dos elagitaninos, recorreu-se a um sistema UHPLC 
Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific equipado com uma coluna de fase 
reversa PrepLC C18 (Waters, 150 x 2,5 mm). A deteção foi feita a 250 nm e foram 
utilizados dois eluentes: eluente A (ácido acético a 1% em água destilada) e eluente B 
(ácido acético a 1% numa mistura de 80/20 (v/v) de ACN/água). O gradiente foi mantido 
linear de 0% a 43% de eluente B durante 35 minutos e depois manteve-se em 90% de 
eluente B até aos 45 minutos, a um fluxo de 4 mL.min-1. Após as diferentes frações de 
interesse terem sido eluídas, o gradiente manteve-se linear de 90% a 0% de eluente B 
durante 5 minutos, para lavar a coluna.  
 
3.2. Procianidinas  
As procianidinas B1, B2, B7, Trímero C1 e B2 galhato (B2g) foram obtidas a partir 
de um extrato de grainhas de uva Vitis vinifera L. Este extrato foi fracionado de modo a 
obter frações de procianidinas com diferentes pesos moleculares, de acordo com o que 
se encontra reportado na bibliografia.136 O fracionamento foi realizado numa coluna de gel 
TSK Toyopearl HW-40(s) (100x16 mm d.i.) com recurso a metanol e metanol/ácido acético 
como eluentes, a um fluxo de 0,8 mL.min-1.137 A eluição foi efetuada de modo a obter 5 
frações, às quais foi adicionada água desionizada e o metanol foi eliminado no evaporador 
rotativo. As frações obtidas foram congeladas e liofilizadas, tendo sido utilizadas as 
frações I e II para isolar as procianidinas de interesse.  
 Para isolar e purificar as frações correspondentes às procianidinas de interesse, 
foi utilizado um sistema UHPLC Dionex UltiMate 3000, Thermo Fischer Scientific equipado 
com uma coluna de fase reversa PrepLC C18 (Waters, 150 x 2,5 mm). A deteção foi 
realizada a 280 nm e foram utilizados dois eluentes: eluente A (ácido fórmico a 1% em 
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água destilada) eluente B (ácido fórmico a 1% em ACN). O gradiente foi mantido linear de 
10% a 14,5% de eluente B durante 37 minutos, de 14,5% a 20% de eluente B até aos 40 
minutos, de 20% a 35% de eluente B até aos 55 minutos e de 35% a 90% de eluente B 
até aos 57 minutos, a fluxo 0,5 mil.min-1. Depois, o gradiente manteve-se em 90% de 
eluente B até aos 62 minutos, a partir dos quais foi reduzido até 0% durante 3 minutos, 
para lavar a coluna.  
 
3.3. Malvidina-3-O-glucósido 
 Para obtenção da antocianina malvidina-3-O-glucósido, partiu-se de um extrato de 
vinho, o qual foi obtido por concentração de 50 L de vinho tinto num sistema de 
nanofiltração. Resumidamente, após evaporação do etanol presente no vinho, os 
açúcares foram removidos em gel C18 e o extrato resultante foi liofilizado. 
 Pesou-se 5 g do extrato de vinho liofilizado e dissolveu-se em 200 mL de água 
acidulada (aproximadamente 0,01% HCl). De seguida, foi realizada uma extração líquido-
líquido com acetato de etilo, numa proporção 1:1, de modo a remover os compostos 
orgânicos que não correspondessem a antocianinas. A fase aquosa resultante desta 
extração foi submetida ao evaporador rotativo para descartar algum do acetato de etilo 
restante e posteriormente foi purificada em gel C18. A fração que continha as antocianinas 
monoglucósidas de interesse foi eluída com 30% de metanol acidulado (aproximadamente 
0,01% HCl). A remoção do metanol foi efetuada no evaporador rotativo e de seguida a 
amostra foi aplicada em coluna de cromatografia de fase reversa de gel C18, de modo a 
separar a malvidina-3-O-glucósido das restantes antocianinas monoglucósidas. Para tal, 
a antocianina foi eluída com 20% de metanol também acidulado, o qual foi novamente 
evaporado para posterior congelação e liofilização da amostra final. A pureza da 
maldivina-3-O-glucósido foi assegurada por análises de LC-MS.  
 
4. Síntese de procianidinas 
As procianidinas diméricas B3, B4, B6 e B8, bem como o trímero C2 utilizados nas 
experiências aqui reportadas foram obtidos por hemisíntese química, como descrito na 
literatura138 e já otimizado.  
Resumidamente, uma mistura de 200 mg de taxifolina e 575 mg de (+)-catequina 
(no caso dos dímeros B3 e B6) ou (-)-epicatequina (no caso dos dímeros B4 e B8), numa 
proporção de 1:3, foi dissolvida em etanol sob uma atmosfera de árgon e adicionou-se 
gota-a-gota uma solução de tetrahidreto de boro (em etanol). No caso específico do 
trímero C2, o rácio de taxifolina e (+)-catequina foi ajustado para 1:1 de modo a favorecer 
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a obtenção de produtos mais polimerizados. O pH da solução foi ajustado a 4,5 com uma 
mistura de 50/50 (v/v) ácido acético/água e esta foi mantida sob a atmosfera de árgon 
durante 30 minutos. A solução foi de seguida extraída com acetato de etilo e após 
evaporação do mesmo, foi adicionada água. O produto resultante foi aplicado em gel C18, 
adicionou-se água e o produto final foi recuperado com metanol. Este último foi removido 
no evaporador rotativo, para que depois a amostra pudesse ser separada numa coluna 
de gel TSK Toyopearl HW-40(s) (300 mm x 10 mm i.d., 0,8 mL.min-1). A amostra foi eluída 
com metanol e a separação foi monitorizada por um detetor UV-Vis. As várias frações 
obtidas foram analisadas por ESI-MS (Finnigan DECA XP PLUS) e as que continham as 
procianidinas de interesse foram analisadas por HPLC-MS.  
 
5. Ensaios de extinção de fluorescência  
 A extinção de fluorescência foi medida para a interação de três PS que apresentam 
fluorescência intrínseca (estaterina, péptido P-B e cistatinas), devido ao seu conteúdo em 
resíduos aromáticos (triptofano e tirosina), com dois tipos de taninos, elágicos 
(vescalagina, castalagina e punicalagina) e condensados (procianidinas B3 e B6). Para 
tal, o triptofano foi o aminoácido utilizado como fluoróforo intrínseco.  
 As misturas foram todas preparadas em água destilada e foi utilizada uma 
concentração de 30 μM de PS, sendo que os taninos foram titulados em concentrações 
crescentes (de 0 a 50 μM). Porém, no caso da interação entre a estaterina e os três 
elagitaninos, como o sinal da sua fluorescência intrínseca era muito reduzido, foi utilizada 
uma concentração de 60 μM desta PS. O comprimento de onda de excitação (λex) foi 284 
nm, e o espetro de emissão foi registado entre 290-500 nm. 
 Ao contrário dos taninos hidrolisáveis abordados, os dímeros de procianidinas B3 
e B6 exibem fluorescência intrínseca ao λex estipulado e, por isso, para estes taninos foram 
realizadas medições de branco para cada uma das concentrações utilizadas. Nos 
brancos, o volume de proteína utilizado nas medições com interação foi substituído por 
água destilada. Os sinais de fluorescência registados foram, posteriormente, subtraídos 
aos correspondentes valores das medições dos complexos dímero-PS.  
 Para avaliar a possibilidade de ocorrência de transferência de energia de 
ressonância por fluorescência (FRET) entre as PS e os taninos condensados, os espetros 
de absorção e emissão de ambos foram analisados. Verifica-se que as PS estudadas 
apresentam um espetro de absorção de 200 a 290 nm, sendo que a estes comprimentos 
de onda as procianidinas não emitem luz (máximo a 330 nm). Os taninos condensados 
têm um máximo de absorção a 270 nm, e os seus espetros diminuem até atingirem valores 
residuais perto dos 310 nm. O espetro de emissão das PS começa a 320 nm, e a este 
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comprimento de onda a absorvância dos polifenóis é baixa. Assim, é pouco provável que 
se verifiquem fenómenos de FRET nas condições experimentais utilizadas. Para corrigir 
o efeito de filtro interno,139 a densidade ótica de cada mistura foi medida de modo a 
determinar a concentração de tanino máxima a utilizar. Assim, foi tido em consideração 
um fator de absorvância máxima de 0,3 para a escolha das referidas concentrações.  
Todos os stocks de polifenóis e PS foram preparados em água destilada e após a 
mistura das duas espécies nas concentrações desejadas, as soluções foram agitadas no 
vortex durante cerca de 10 segundos. Seguidamente, 70 μL das amostras foram 
transferidas para uma célula de fluorímetro (Hellma Analytics, 3 x 3 mm), previamente 
lavada com etanol e água destilada, e os espetros de emissão foram então medidos num 
Perkin-Elmer LS 45 Luminescence Spectrometer. O sinal de fluorescência foi registado 
no comprimento de onda em que a intensidade de fluorescência de cada PS era máxima. 
Deste modo, estudos prévios dos ensaios de branco de cada PS revelaram que estes 
comprimentos de onda de máxima intensidade correspondiam a 314 nm, 313 nm e 355 
nm para a estaterina, o péptido P-B e as cistatinas, respetivamente. No que diz respeito 
aos ensaios com os taninos condensados, os seus sinais intrínsecos de fluorescência 
foram também registados tendo em consideração o comprimento de onda de máxima 
intensidade.  
 Os resultados dos estudos de extinção de fluorescência foram abordados tendo 
em conta a equação de Stern-Volmer (equação 1)139: 
F0
F
 = 1 +  kqτ0[Q] = 1 + KSV[Q]                         (equação 1) 
Nesta equação, F0 e F representam as intensidades de fluorescência antes e após a 
adição do quencher (tanino), respetivamente; kq corresponde à constante bimolecular; τ0 
é o tempo de vida do fluoróforo (PS) na ausência do quencher; [Q] diz respeito à 
concentração do quencher; KSV é a constante de Stern-Volmer. Assim, e recorrendo a esta 
equação, os resultados de fluorescência obtidos foram representados em gráficos da 
razão F0/F em função de [Q] (gráficos de Stern-Volmer), de modo a que fosse possível 
posteriormente determinar o valor de KSV por regressão linear.  
No caso de não se verificar linearidade no gráfico de Stern-Volmer, surge um novo 
termo para descrever a constante de afinidade, denominada de “constante aparente de 
Stern-Volmer” (Kapp) e a equação 1 anterior é modificada para a seguinte (equação 2): 
F0
F
 =  (1 + Kapp[Q]) exp([Q]VN/1000)                (equação 2) 
Esta constante é semelhante à KSV e também pode ser calculada por regressão linear, a 
partir de um gráfico de ln(F0/F) em função de [Q]. 
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 Para que este fenómeno de extinção de fluorescência ocorra, independentemente 
do mecanismo em causa (estático ou dinâmico), o fluoróforo e o quencher têm de estar 
em contacto. Tendo este facto em consideração, e com base no valor de kq, é possível 
prever qual o tipo de mecanismo presente. Para determinar estes valores de kq, é 
necessário obter primeiro os valores de KSV e τ0 e calcular a razão entre os dois.   
 
5.1. Determinação do tempo de vida (τ0) 
 O termo de “tempo de vida de fluorescência” (τ0) de um fluoróforo corresponde ao 
tempo de excitação que esta espécie, neste caso as PS, se mantém no estado excitado. 
Estes valores foram medidos por um espetrofotómetro Fluoromax-4 acoplado a um 
controlador contador de fotões (FluoroHub), ambos da marca Horiba Jobin-Yvon, à 
temperatura ambiente. A excitação de fluorescência foi realizada com recurso a uma fonte 
Horiba Nano LED de 290 nm e a emissão de fluorescência foi registada ao comprimento 
de onda máximo de cada PS (314, 313 e 355 nm). O perfil da lâmpada foi registado por 
substituição da amostra por uma solução diluída de LUDOX em água destilada.140, 141 
 
6. Saturation Transfer Difference-Nuclear Magnetic Resonance (STD-
NMR) 
 Saturation Transfer Difference-Nuclear Magnetic Resonance (STD-NMR) é uma 
técnica espetroscópica comummente utilizada para estudos de interação molecular entre 
duas espécies em solução, mais especificamente entre uma proteína (recetor) e um 
ligando. Este método apresenta resultados com bastante sucesso devido à sua grande 
aplicabilidade, robustez e sensibilidade. Permite obter informações essenciais para 
estudos de interação, como constantes de associação e mapeamento de epítopos de 
interação, sem com isto exigir grandes quantidades das espécies intervenientes. Uma das 
principais vantagens do STD-NMR é a de não requerer a caracterização do espetro de 
RMN da proteína, baseando-se apenas nos sinais do ligando em solução.142  
Nesta metodologia são obtidos dois espetros diferentes para cada análise, os 
quais são posteriormente subtraídos. O primeiro é denominado de “off-resonance”, em 
que a proteína não é saturada e todos os sinais de protão de todas as moléculas em 
solução são obtidos. No segundo espetro, correspondente ao “on-resonance”, a proteína 
é seletivamente saturada por irradiação de uma zona específica do seu espetro. Após 
obtidos os dois espetros, o de on-resonance é subtraído ao de off-resonance e surge um 
terceiro espetro (espetro de diferença), onde alguns dos sinais do espetro de off-
resonance são anulados. Neste espetro, apenas os componentes da solução que se 
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ligaram à proteína e, consequentemente, receberam transferência de saturação, estão 
presentes. Destes sinais dos protões que estavam realmente em contacto com a proteína, 
os que apresentam maior afinidade para o recetor apresentam sinais mais intensos, 
devido a uma maior eficiência da transferência de saturação. A imagem da Figura 14 
mostra os três espetros mencionados e representa o esquema na origem do espetro de 
diferença.  
 
 
  
A partir desta técnica e aplicando as equações 3 e 4 é possível calcular o fator de 
amplificação de STD (ASTD)142 e a constante de associação (KA), respetivamente. Estes 
valores, por sua vez, permitem comparar e retirar inferências acerca da força relativa de 
diferentes interações.  
ASTD =
I0− ISAT
I0
 ×  
[L]
[P]
=
ISTD
I0
 ×  
[L]
[P]
 =
αSTD[L]
KD+[L]
               (equação 3) 
KA =
1
KD
                                            (equação 4) 
Nestas equações, ISAT é a intensidade do sinal do espetro da PS seletivamente saturada 
(on-resonance), enquanto I0 representa a intensidade do sinal do espetro medido sem 
saturação da proteína (off-resonance). [L] e [P] são as concentrações de ligando e PS, 
respetivamente. αSTD é o fator de amplificação máximo e KD corresponde à constante de 
dissociação.  
Os estudos de STD-NMR realizados tanto com taninos elágicos, como 
condensados foram realizados utilizando concentrações fixas de cada PS de 3 μM, sendo 
que os ligandos foram adicionados sob a forma de pó liofilizado em concentrações 
crescentes (0,1 a 3,5 mM).  
Para os estudos de copigmentação, as misturas entre a (-)-epicatequina e 
malvidina-3-O-glucósido (0,34 a 6,8 mM; rácio 1:1) foram previamente preparadas, 
liofilizadas e adicionadas a uma solução de bPRPs ou aPRPs a 9 μM.  
Figura 14. Representação dos espetros obtidos por STD-NMR. O espetro de diferença resulta da subtração dos espetros 
obtidos diretamente das medições espetroscópicas, mais precisamente do espetro de on-resonance ao de off-resonance. 
A vermelho encontram-se representadas as espécies de ligando e os respetivos sinais no espetro, enquanto que as 
representações a azul correspondem às espécies não ligantes. Adaptado de Viegas, A. et al. (2011) 
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Cada uma das soluções foi preparada em água deuterada (D2O) e o pH das 
interações de copigmentação foi acertado a 1,0 com HCl deuterado (DCl) para cada 
análise. As experiências de STD-RMN foram realizadas num espetrómetro Bruker Avance 
III 600 HD a 600,13 MHz, equipado com uma CryoProbe Prodigy de 5 mm e unidades de 
pulso de gradiente capazes de produzir gradientes de campo magnético na direção z de 
50 G cm-1. As medições foram realizadas com sequências de pulso standard Bruker a 300 
K. Os espetros de 1H e STD foram registados conforme descrito na literatura143. No final, 
o processamento dos espetros de STD-NMR, foi efetuado no software TopSpin 2.1 da 
Bruker. Depois da determinação de ASTD a partir dos resultados experimentais (equação 
3), foi traçado um gráfico destes valores em função de [L] e os valores de KD foram 
determinados pelo suplemento Solver do software Microsoft Excel Office.  
 
7. Microcalorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) 
 Microcalorimetria de titulação isotérmica (ITC) é uma técnica bioquímica que se 
baseia em medições de libertação e absorção de calor. Assemelha-se ao STD-NMR por 
servir de suporte a muitos estudos de interação, mas é ainda mais sensível do que este e 
permite abordar rácios molares mais baixos ([tanino]/[proteína] 1 a 60). Com este método, 
é possível determinar vários parâmetros termodinâmicos (estequiometria, entalpia e 
entropia) importantes no estudo de interações proteína-ligando, e também as respetivas 
constantes de ligação (KA).  
 Os estudos de ITC foram realizados a uma concentração fixa de PS de 20 μM ou 
30 μM para as bPRPs e aPRPs, respetivamente. Foram injetados volumes de 4-8 μL de 
ligandos [(-)-epicatequina a 10 mM, malvidina-3-O-glucósido a 12 mM e mistura de ambas 
a 12 mM num rácio 1:1] por injeção até se atingir uma estabilização. Estas soluções foram 
preparadas em água destilada e o pH foi acertado a 1,0 ou 3,5-4,0, tendo sido submetidas 
a desgaseificação antes de cada leitura. Para cada experiência, um volume de 1,4 mL das 
soluções de PS foi colocado na célula de leitura, enquanto o ligando foi carregado na 
seringa de injeção. Durante as medições, as soluções foram agitadas constantemente a 
307 rpm para garantir homogeneidade e as injeções foram realizadas com espaçamento 
de 120 e 280 segundos.  
Todas as experiências de ITC foram realizadas a 298 K num V-P MicroCalorímetro 
controlado pelo software Origin VPViewer. Os raw data obtidos do gráfico de fluxo de calor 
em função do número de injeção foram tratados e analisados utilizando o software 
AFFINIMETER, de modo a traçar gráficos da variação de entalpia em função do rácio 
molar. Foi feito posteriormente o fitting destes dados para no final se obter os valores de 
KA e locais de ligação (n) diretamente pelo software, assim como as variações dos 
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parâmetros termodinâmicos para as interações estudadas. Neste último caso, o 
AFFINIMETER permitiu determinar diretamente os valores de variação de entalpia (ΔH), 
porém os termos referentes à variação da energia livre de Gibbs (ΔG) e da entropia (-
TΔS) foram calculados a partir das equações 5 e 6, respetivamente. 
ΔG = -RT ln(KA)                                      (equação 5) 
ΔG = ΔH – TΔS                                      (equação 6) 
R corresponde ao valor de constante de um gás ideal (8,314 J.mol-1) e T à temperatura 
utilizada, em Kelvin, sendo neste caso considerada a de 298,15 K (=25ºC).  
  
8. Transfeção e expressão de TAS2Rs  
 O estudo da ativação de diferentes TAS2Rs por compostos polifenólicos passou 
por construir um modelo in vitro de expressão destes recetores. Para tal, foi realizada uma 
expressão heteróloga de TAS2Rs em células humanas [células embrionárias de rim, 
(HEK)-293T] que expressam a subunidade quimérica Gα16gust44 da proteína G. Estas 
células cresceram em placas de 96 poços com poli-D-lisina (10 μg.mL-1) (Greiner BioOne, 
Frickenhausen, Alemanha) com meio DMEM [Dulbecco’s modified Eagle medium, 10% 
de soro fetal de bezerro (FCS), 1% de penicilina/estreptomicina], a 37 ºC, com 5% CO2 e 
95% de humidade. Após 24-26 horas, as células foram transfetadas com 150 ng de 
plasmídeo pB28, pEAK10 (Edge BioSystems) ou pcDNA5/FRT (Invitrogen) contendo o 
TAS2R a estudar e utilizando 300 ng de Lipofectamina2000 (Invitrogen). Para além das 
sequências codificantes de cada TAS2R, os plasmídeos continham também os primeiros 
45 aminoácidos do recetor 3 da somatostatina de rato (para direcionar os TAS2Rs para a 
membrana celular) e o epítopo da glicoproteína D do vírus do herpes simples (VHS) (para 
possibilitar a deteção imunocitoquímica do recetor) (Figura 15).13 As sequências dos 
TAS2Rs estão referidas na literatura.144 
 
 
 
8.1. Análises de medição de cálcio intracelular 
 A determinação da ativação dos TAS2Rs foi efetuada por deteção do aumento do 
cálcio (Ca2+) intracelular, resultado este da pressuposta transdução de sinal do sabor 
amargo.131  
Figura 15. Representação esquemática da construção dos plasmídeos que contêm os diferentes recetores de sabor 
amargo (TAS2Rs). A região N-terminal possui uma sequência adicional referente aos 45 aminoácidos (a.a.) do recetor 3 
da somatostatina de rato (r3ssr), enquanto a região C-terminal possui o epítopo da glicoproteína D do vírus do herpes 
simples (VHS). 
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Os estudos levados a cabo neste projeto incluíram a deteção da ativação dos 25 
TAS2Rs humanos por 16 polifenóis de diferentes classes (taninos condensados, taninos 
hidrolisáveis, antocianina e ácidos fenólicos) (screening). Para além disso, todos os 
compostos polifenólicos abordados foram testados em diferentes concentrações de modo 
a perceber se existiam respostas não-específicas nas células HEK293T transfetadas com 
mock (vetores vazios pcDNA5/FRT). Assim, as concentrações máximas de cada 
composto utilizadas no screening dos TAS2Rs foram sempre mais baixas do que aquelas 
que originaram respostas inespecíficas na ausência de transfeção do DNA dos recetores.  
Entre 24 a 26 horas depois da transfeção das células, foi adicionado uma sonda 
sensível ao cálcio, Fluo-4-acetoximetilester (Fluo4-AM) (2 μM, Invitrogen), em soro sem 
DMEM. Foi também adicionado probenecide (Sigma-Aldrich GmbH), um inibidor do 
transporte aniónico, a uma concentração de 2,5 mM. Uma hora depois, as placas foram 
lavadas com uma solução tampão C1 [(NaCl a 130,0 mM, KCl a 5,0 mM, ácido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etannosulfónico (HEPES) a 10,0 mM, CaCl2 a 2,0 mM e glucose 
a 1.0 mM (pH 7,4)] utilizando um lavador de células ELx50 (BioTek). As células foram 
incubadas com o tampão de lavagem no escuro durante mais uma hora, no final da qual 
foram lavadas novamente com a solução tampão C1 e lidas num leitor de placas de 
imagem de fluorescência (FLIPR, Molecular Devices). As variações de fluorescência 
foram medidas a 510 nm seguida de uma excitação a 488 nm antes e depois da aplicação 
do composto a testar em cada um dos 96 poços. Após a análise dos compostos a testar, 
foi feita uma aplicação de 100 nM de somatostatina-14 (Bachem) de modo a demonstrar 
a viabilidade celular, pela ativação do recetor tipo 2 endógeno de somatostatina. Todas 
as experiências foram realizadas em triplicado em cada placa e foram sempre feitos 
controlos negativos com células transfetadas com mock.  
 
8.1.1. Determinação da concentração efetiva na inibição de metade da 
atividade (EC50)  
 Após a identificação dos diferentes recetores ativados e uma vez estabelecida a 
gama de concentrações de cada polifenol, foi de seguida estudada a dose-resposta para 
cada par recetor/agonista. Testaram-se várias concentrações de cada composto para 
cada recetor cuja ativação foi observada e com estes dados foi possível estabelecer 
curvas dose-resposta. Para isto, as alterações de fluorescência das células transfetadas 
com mock foram subtraídas aos correspondentes valores das células que expressam os 
respetivos recetores. Foi feita também uma normalização do background da fluorescência 
de cada poço, de modo a compensar as diferenças de densidade celular. Os sinais de 
cada conjugação composto-recetor foram registados em pelo menos três poços e foi 
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utilizada uma média destes valores. Destes dados, foi traçado um gráfico da amplitude 
dos sinais em função do logaritmo da concentração do composto e os respetivos valores 
de EC50 foram determinados. Neste sentido, foi utilizado o programa SigmaPlot (Systat 
Software Gmbh, Erkrath, Alemanha) por regressão linear aplicando a função da equação 
5.  
f (x) = min +  
(max−min)
1+(x/EC50)−nH
                            (equação 5) 
Nesta equação, x é a concentração teste do composto em estudo e nH corresponde ao 
coeficiente de Hill.   
 
9. Análise Estatística  
 Todos os ensaios, exceto as análises de STD-NMR, foram realizados com pelo 
menos n = 3 repetições. Os valores estão expressos como médias aritméticas (SEM) e as 
diferenças estatísticas entre os vários grupos e valores de EC50 calculados foram  
avaliadas por análise de variância a um fator (ANOVA), seguida pelo teste de Tuckey. As 
diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. Todos os dados estatísticos 
foram processados pelo programa GraphPad Prism versão 5.0 para Windows (GraphPad 
Software, San Diego, EUA).   
IV. Resultados e Discussão 
_______________________________________
FCUP 
Influência das Proteínas Salivares no Sabor dos Alimentos:               
Estudo da Interação Polifenóis/Proteínas Salivares 
49 
 
Mafalda Santos Silva | 2017 
IV. Resultados e Discussão 
1. Estudos de interação taninos-PS 
 Realizaram-se estudos de interação entre duas classes de taninos (hidrolisáveis e 
condensados) e três famílias de PS, recorrendo para tal a duas técnicas espetroscópicas 
complementares, a extinção de fluorescência e o STD-NMR. Foram escolhidos três 
elagitaninos (vescalagina, castalagina e punicalagina) e duas procianidinas (dímeros B3 
e B6) representativos de cada uma das classes de taninos e estes interagiram com três 
das PS (estaterina, péptido P-B e cistatinas) menos estudadas na literatura, mas também 
importantes. Os resultados permitiram comparar as diferentes afinidades e assim 
perceber de que modo é que as estruturas de ambas espécies poderão afetar as 
interações tanino-PS.  
 Com o intuito de estabelecer uma relação estrutura/afinidade entre os diferentes 
compostos, os taninos foram selecionados tendo em consideração as suas características 
estruturais. Por comparação com os taninos condensados, os elagitaninos são compostos 
mais apolares e de maiores dimensões,1 sabendo-se já que estabelecem fortes interações 
com algumas PS.24, 64 A estrutura dos elagitaninos caracteriza-se pelas suas unidades 
base de HHDP e NHTP (ver Figura 7, da secção 1.2.2 do capítulo I. Introdução). Em 
relação a esta classe de taninos, a vescalagina e a castalagina são diastereoisómeros, 
distinguindo-se apenas pela estereoquímica na posição C1 da unidade de glucose [Figura 
16 a) e b)]. A punicalagina [Figura 16 c)], apesar de apresentar grandes semelhanças 
com os taninos anteriormente referidos, diferencia-se mais pela particularidade de a sua 
unidade de glucose ser cíclica.  
As procianidinas diméricas B3 e B6 [Figura 16 d) e e)] distanciam-se dos 
elagitaninos por serem constituídos por duas unidades de catequina acopladas por uma 
ligação simples interflavânica. São isómeros e é a diferente posição desta ligação que 
permite distingui-las, sendo que a B3 apresenta uma ligação interflavânica C4C8, 
enquanto a B6 se caracteriza por possuir uma ligação C4C6.  
 As três PS estudadas foram selecionadas tendo por base estudos anteriores51, 65 
que revelaram uma forte precipitação da estaterina e do péptido P-B induzida por taninos, 
contrariamente às cistatinas. No entanto, pouco é conhecido sobre estas interações a 
nível molecular, nomeadamente constantes de ligação e epítopos de ligação.  
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a) b) c) 
   
  
 d) e) 
  
 
 
1.1. Extinção de Fluorescência 
A extinção de fluorescência (Fluorescence Quenching) é um método 
espetroscópico que mede a redução da intensidade de fluorescência de uma molécula 
que apresenta fluorescência intrínseca (fluoróforo). Neste fenómeno, o fluoróforo em 
solução entra em contacto com um ligando designado de “quencher” e esta interação leva 
à redução da intensidade fluorescente registada pelo fluorímetro.139 As concentrações de 
ambas as espécies envolventes influenciam o efeito observado e é esta variação que 
permite retirar diversas informações acerca da vizinhança do fluoróforo. Esta técnica tem 
sido, assim, muito utilizada no estudo das interações de polifenóis, em especial com 
Figura 16. Estruturas químicas dos taninos estudados: elagitaninos a) vescalagina, b) castalagina, c) punicalagina 
e procianidinas d) B3 e e) B6. 
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proteínas, por permitir compreender o maior ou menor efeito que o quencher (polifenol) 
terá na ligação ao fluoróforo (proteína).54, 138  
No caso dos estudos aqui realizados, as três PS possuem fluorescência intrínseca 
e a diminuição da sua intensidade foi observada quando os diferentes taninos 
anteriormente referidos foram adicionados. Como exemplo deste fenómeno, a Figura 17 
representa o espetro do péptido P-B antes e após a interação com a punicalagina, para 
concentrações crescentes deste tanino. Todos os gráficos de cada interação tanino-PS, 
com diferentes concentrações de tanino, foram obtidos em triplicado.  
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Com base na Figura 17, é possível observar uma redução do espetro de 
fluorescência do péptido P-B em resposta ao efeito provocado pela interação com a 
punicalagina. Mais concretamente, atentando para o sinal fluorescente máximo obtido 
para cada concentração de tanino (próximo de 313 nm), verifica-se um claro decréscimo 
à medida a que a concentração de tanino aumenta. A partir dos espetros obtidos, os 
valores da intensidade de fluorescência máxima para cada concentração de tanino em 
cada par tanino-PS foram registados e foi obtida uma média dos triplicados. No caso 
particular dos taninos condensados, a cada um destes valores foi subtraído a intensidade 
de fluorescência da correspondente concentração de procianidina na ausência de PS 
previamente determinada.  
Com os valores de fluorescência, foram traçados gráficos de Stern-Volmer para 
cada interação das diferentes PS com os cinco taninos abordados [Figuras 18 a) e 19].  
 
  
Figura 17. Espetro de fluorescência do péptido P-B (30 μM) com concentrações crescentes de punicalagina (0-30 μM), 
representadas pelas várias cores. A linha a tracejado mostra o comprimento de onda ao qual a intensidade de 
fluorescência observada é maior, no caso do péptido P-B (313 nm).  Este espetro, assim como todos os outros, foi 
registado ao λex de 284 nm. 
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Figura 18. a) Gráficos de Stern-Volmer representativos da extinção de fluorescência das proteínas salivares (▲) 
estaterina, (■) péptido P-B e (●) cistatinas na presença de concentrações crescentes dos três elagitaninos 1. 
vescalagina, 2. castalagina e 3. punicalagina. b) Versão modificada dos gráficos de Stern-Volmer das curvas 
representadas em a) que não apresentam linearidade. Cada curva/reta resulta de ensaios realizados em triplicado. 
Figura 19. Gráficos de Stern-Volmer representativos da extinção de fluorescência das proteínas salivares (▲) estaterina, (■) 
péptido P-B e (●) cistatinas na presença de concentrações crescentes das duas procianidinas a) B3 e b) B6. 
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Apenas se observou um comportamento linear para os casos das interações com 
os taninos condensados (Figura 19) e a punicalagina [Figura 18 3.a)], exceto quando 
neste último caso as PS envolventes eram as cistatinas. Porém, nas restantes situações 
com os três elagitaninos estudados [Figura 18 1.a) e 2.a)], os gráficos demonstraram uma 
curvatura em relação ao eixo dos xx, apresentando um desvio à linearidade. Deste modo, 
nestes casos foi necessário recorrer à equação de Stern-Volmer modificada (equação 2, 
ver secção 5 do capítulo III. Material e Métodos) para obter a linearização correspondente 
a cada uma destas curvas, como se encontra representado na Figura 18 b).  
Com base nos gráficos em que se observa linearidade, foi possível determinar 
diretamente os valores de KSV correspondentes a cada interação estudada. Nas restantes 
situações, partiu-se dos gráficos modificados para obter os valores de Kapp correspondente 
a estas interações. As duas constantes referentes a cada par tanino-PS estão 
sumarizados na Tabela 1 e, como já referido, ambas expressam a afinidade de interação 
de cada situação.  
 
 
 Elagitaninos 
 Vescalagina Castalagina Punicalagina 
PS Estaterina 
Péptido  
P-B 
Cistatinas Estaterina 
Péptido  
P-B 
Cistatinas Estaterina 
Péptido  
P-B 
Cistatinas 
KSV
 (103 M-1) - - - - - - 77,9±4,3b 94,1±3,0a - 
Kapp (10
3 M-1) 20,2±0,9e, f 21,1±0,6e 20,1±0,6e,f 25,3±0,7d 27,2±0,8d 25,9±0,6d - - 78,2±2,4b 
 
 Taninos Condensados 
 Dímero B3 Dímero B6 
PS Estaterina 
Péptido 
P-B 
Cistinas Estaterina 
Péptido 
P-B 
Cistinas 
KSV (103 M-1) 17,8±1,2f,g 11,8±0,7h 5,4±0,3j 40,0±4,1c 14,9±0,8g 6,5±0,2i 
 
Comparando os diferentes valores, de um modo geral, verifica-se que os 
elagitaninos apresentam constantes de afinidade maiores do que os taninos 
condensados. Esta tendência está de acordo com o que se encontra já reportado,24, 64 em 
que os taninos hidrolisáveis parecem interagir melhor do que os condensados, e isto 
poderá estar relacionado com a maior complexidade estrutural dos primeiros. A 
punicalagina é o tanino com maiores constantes e em especial quando interage com o 
péptido P-B (94,1x103 M-1). Em relação aos outros dois elagitaninos, apesar de a 
castalagina apresentar valores de Kapp relativamente superiores às da vescalagina, a 
Tabela 1. Constantes de Stern-Volmer (KSV) e aparentes (Kapp) para a interação das proteínas salivares (PS) estaterina, péptido P-
B e cistatinas com os três elagitaninos e os dois taninos condensados. Os valores com diferentes letras são significativamente 
diferentes (p<0,01). 
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magnitude das constantes de afinidade é praticamente idêntica entre si, o que é 
compreensível tendo em consideração a sua proximidade estrutural. Porém, parece haver 
a mesma ordem de interação que se observou na punicalagina em relação às PS, uma 
vez que o péptido P-B apresenta também maiores valores de Kapp nestes casos. Esta 
proteína, como já referido, assemelha-se às PRPs na medida em que apresenta um alto 
teor em resíduos de prolina.68 Assim, a sua maior afinidade torna-se de certo modo 
expectável, uma vez que este tipo de aminoácidos induz uma estrutura mais rígida e 
aberta da proteína, promovendo uma maior exposição dos seus resíduos apolares 
passíveis de estabelecerem ligações hidrofóbicas.60, 78 Por outro lado, verifica-se que a 
PS com maior capacidade de interação com as procianidinas é a estaterina, que 
apresenta valores de KSV de 17,8x103 M-1 com a B3 e 40,0x103 M-1 com a B6. Esta maior 
afinidade associada à estaterina poderá estar relacionada com a presença de dois 
resíduos de serina fosforilados, os quais são capazes de estabelecer ligações hidrofílicas, 
beneficiando e fortalecendo a interação com taninos mais polares (condensados). 
Observa-se, de um modo geral, que as cistatinas são as PS que interagem menos, sendo 
esta observação mais evidente para o caso dos taninos condensados (5,4x103 e 6,5x103 
M-1). Relativamente a esta classe de taninos, as diferenças de afinidade são de certo 
modo mais notórias entre estes dois dímeros, sendo que a procianidina B6 apresenta 
valores de KSV superiores aos da B3, do que entre os isómeros de elagitaninos.  
O formato do gráfico de Stern-Volmer apresentado e o modo de cálculo de cada 
uma destas constantes está intrinsecamente relacionado com o tipo de mecanismo 
(estático ou dinâmico) associado a cada interação. Por um lado, um gráfico de Stern-
Volmer linear normalmente indica que apenas um tipo de mecanismo ocorre, estático ou 
dinâmico. Enquanto que o primeiro descreve a formação de um complexo estável, o 
mecanismo dinâmico está relacionado com colisões que ocorrem entre o fluoróforo (PS) 
e o quencher (tanino). Por outro lado, verifica-se um desvio positivo em relação ao eixo 
dos xx quando a extensão do quenching é grande e em duas situações: quando ambos 
os mecanismos estão presentes em simultâneo ou no caso de existir uma “esfera de 
ação”. Este último fenómeno ocorre quando o quencher se encontra adjacente ao 
fluoróforo no momento de excitação. Neste caso, para prever qual o tipo de mecanismo 
envolvido, é necessário calcular os valores de kq de cada interação que apresenta um 
gráfico de Stern-Volmer linear. Inerente a este cálculo, o tempo de vida de cada PS teve 
também de ser determinado e ambos os valores estão dispostos na Tabela 2.  
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  kq (1013) / M-1s-1 
  Elagitaninos Taninos Condensados 
PS τ0 / ns Vescalagina Castalagina Punicalagina Dímero B3 Dímero B6 
Estaterina 1,73 -* -* 4,51±0,25 1,03±0,07 2,32±0,02 
Péptido 
P-B 
2,55 -* -* 3,69±0,12 0,46±0,03 0,59±0,03 
Cistatinas 4,02 -* -* -* 0,135±0,009 0,16±0,01 
*Para estas interações não se verificaram gráficos de Stern-Volmer lineares 
 
As interações cujas constantes são superiores ao valor limite controlado por 
difusão (1x1010 M-1s-1) apresentam uma maior afinidade e ocorrem pela formação de um 
complexo (mecanismo estático). Isto foi observado para todas as situações que 
apresentavam linearidade no gráfico de Stern-Volmer (kq>>1x1010 M-1s-1), mas em 
especial no caso das interações da punicalagina com a estaterina e o péptido P-B 
(4,51x1013 e 3,69x1013 M-1s-1, respetivamente). Estes resultados sugerem que o 
mecanismo mais provavelmente associado a todas estas interações é o estático, no qual 
se forma um complexo estável entre a PS e o tanino.  
Apesar de o tipo de mecanismo estar associado à magnitude de kq, o mesmo não 
se pode inferir no caso das interações que revelam um desvio positivo à linearidade, o 
que se observou para a maior parte das interações inerentes aos elagitaninos. Em 
alternativa, foram feitos estudos preliminares nos quais foi necessário medir o tempo de 
vida das PS em função da concentração de taninos. Deste modo, pretendia-se 
compreender se se trata de uma contribuição de ambos os mecanismos estático e 
dinâmico ou se a interação ocorre pelo mecanismo de “esfera de ação”. Os resultados 
obtidos (dados não apresentados) apontam para que seja este último o mais 
provavelmente associado à extinção da fluorescência nestes casos. No mecanismo de 
“esfera de ação”, assume-se a existência de uma esfera de volume dentro da qual a 
diminuição do sinal fluorescente apenas ocorre se o quencher se encontrar imediatamente 
adjacente ao fluoróforo quando existe excitação. Concretizando, se o tanino se encontrar 
adjacente à PS no momento de excitação, esta não irá emitir fluorescência e verifica-se, 
então, o fenómeno de quenching. Presume-se, assim, que as interações entre os 
elagitaninos vescalagina e castalagina com todas as PS, mas também entre a 
punicalagina e as cistatinas, estão relacionadas com um mecanismo de “esfera de ação”. 
Por fim, é ainda interessante constatar que os dois estereoisómeros elágicos parecem 
apresentar um mecanismo de interação semelhante para as diferentes PS abordadas.  
Tabela 2. Valores determinados do tempo de vida (τ0) de cada proteína salivar (PS) e das constantes bimoleculares 
(kq) para as interações entre as PS estaterina, péptido P-B e cistatinas, os três elagitaninos (vescalagina, castalagina e 
punicalagina) e os dois taninos condensados (dímeros B3 e B6).  
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1.2. STD-NMR 
 Os estudos de STD-NMR foram realizados com o intuito de prever os epítopos de 
ligação dos taninos envolvidos nas interações estudadas. Ainda, com esta técnica é 
também possível estimar os valores de constantes de associação (KA), para assim ser 
possível comparar estes valores com os resultados de extinção de fluorescência.  
As estruturas dos três elagitaninos (vescalagina,145 castalagina146 e 
punicalagina147) e das duas procianidinas (dímeros B3148 e B6149) foram elucidados por 
comparação com os desvios químicos de 1H NMR descritos na literatura.  
 
a) b) 
 
c) d) 
 
 
e) 
 
 
Figura 20. Espetros de STD-NMR para as interações entre duas das PS (3 μM) e concentrações crescentes de cada tanino. A região 
representada (8,0-2,0 ppm) corresponde à zona em que os protões apresentavam maior ressonância. Os espetros foram registados a 600 
MHz e 300 K em água deuterada /óxido de deutério (D2O). Interações entre a PS péptido P-B e os elagitaninos a) vescalagina, b) 
castalagina, c) punicalagina. Interação entre a PS estaterina e as procianidinas diméricas d) B3 e e) B6.  
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Previamente, foram realizados ensaios de controlo com elevadas concentrações 
dos diferentes taninos, de modo a otimizar a potência e frequência de irradiação. Deste 
modo, pretendia-se assegurar que a frequência de irradiação das análises on-resonance 
não afetava os protões dos taninos e que a PS seria saturada especificamente. Como 
resultado, os protões aromáticos dos taninos não eram visíveis nestas condições de 
controlo. Depois de serem estabelecidos os parâmetros experimentais a utilizar e de testar 
várias concentrações das duas espécies intervenientes nas interações, os sinais de STD-
NMR apenas puderam ser obtidos para concentrações entre 0,1 mM e 3,5 mM, 
dependendo do tanino, e 3 μM de PS. Por conseguinte, os diferentes taninos foram 
adicionados em concentrações crescentes às três PS em estudo e os respetivos espetros 
foram registados. A título de exemplo, na Figura 20 estão representados os espetros da 
titulação de STD-NMR das interações mais fortes, ou seja, entre os elagitaninos e o 
péptido P-B [a), b) e c)] e entre os taninos condensados e a estaterina [d) e e)].  
Por análise dos espetros resultantes das interações com os elagitaninos, verifica-
se que quando as concentrações de ligando são mais baixas (0,1 a 0,5 mM), os sinais 
dos primeiros protões a surgir encontram-se principalmente a 7,0 ppm. Esta região 
corresponde aos protões das unidades HHDP e NHTP (ver Figura 7, da secção 1.2.2 do 
capítulo I. Introdução) destas estruturas, sugerindo que estes são os primeiros locais a 
interagir com as três PS. Seguidamente, à medida que a concentração destes taninos 
aumenta, começam a surgir sinais nas regiões 4,0 e 3,0 ppm, as quais correspondem aos 
protões das unidades de glucose. Relativamente às duas procianidinas estudadas, para 
todas as PS, verificou-se uma tendência semelhante à dos taninos hidrolisáveis. Neste 
sentido, no que diz respeito ao dímero B3, os primeiros locais de interação a serem 
detetados para concentrações mais baixas correspondem aos anéis B e E, enquanto os 
sinais correspondentes aos anéis A e D apenas foram detetados a concentrações mais 
elevadas. Porém, estes últimos sinais não se observaram no caso da procianidina 
dimérica B6, onde apenas as regiões moleculares correspondentes aos anéis B e E 
parecem interagir com as PS, mesmo para concentrações mais elevadas. O envolvimento 
dos anéis B e E da procianidina B3 na interação com proteínas foi já reportado em outros 
estudos, os quais incluem a interação com a tripsina150 e pequenos péptidos de PRPs.151, 
152 No entanto, por consulta da literatura, não existem dados que revelem quais os 
epítopos do dímero B6 na interação com alguma proteína. Relativamente à sua maior 
seletividade e afinidade de interação, um estudo sugeriu que o dímero com ligações 
interflavânicas C4C8 (dímero B3) apresenta uma maior capacidade de interação com 
algumas PRPs, α-amilase e BSA do que o seu análogo C4C6 (dímero B6). 100 Porém, 
como referido, este estudo foi realizado com PS diferentes das que foram aqui abordadas. 
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Por outro lado, um estudo sensorial atribuiu um maior carácter adstringente à procianidina 
dimérica B6 em comparação com o seu análogo B3,135 o que parece contrariar a ideia 
anterior e corroborar o que foi aqui demonstrado. Assim, o local em que a ligação 
interflavânica se estabelece parece ser importante na maior ou menor capacidade de 
interação destes taninos. Porém, são requeridas análises mais pormenorizadas de modo 
a estabelecer uma relação mais assertiva.  
Para além dos epítopos de interação determinados por STD-NMR, foram também 
determinadas as constantes de afinidade das mesmas interações tanino-PS estudadas 
por extinção de fluorescência. Para tal, os protões que apresentavam sinais de maior 
intensidade nos espetros de STD-NMR foram integrados e as suas áreas utilizadas para 
calcular os valores de ASTD com base na equação 3 (ver secção 6 do capítulo III. Material 
e Métodos). Os gráficos resultantes destas análises de titulação expressam os valores de 
ASTD em função da concentração de tanino e estão representados nas Figuras 21 a 25. 
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Figura 21. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações crescentes de 
vescalagina e as três PS (3 μM), a) estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto as 
linhas correspondem aos valores teóricos calculados pela equação 3. 
Figura 22. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações crescentes de castalagina e 
as três PS (3 μM), a) estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto as linhas 
correspondem aos valores teóricos calculados pela equação 3. 
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Figura 23. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações crescentes de punicalagina 
e as três PS (3 μM), a) estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto as linhas 
correspondem aos valores teóricos calculados pela equação 3. 
Figura 24. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações crescentes de procianidina 
B3 e as três PS (3 μM), a) estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto as linhas 
correspondem aos valores teóricos calculados pela equação 3. 
Figura 25. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações crescentes de procianidina 
B6 e as três PS (3 μM), a) estaterina, b) péptido P-B, c) cistatinas. Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto as linhas 
correspondem aos valores teóricos calculados pela equação 3. 
FCUP 
Influência das Proteínas Salivares no Sabor dos Alimentos:               
Estudo da Interação Polifenóis/Proteínas Salivares 
60 
 
Mafalda Santos Silva | 2017 
Observando os gráficos acima representados, verifica-se o aumento sistemático 
dos sinais de STD com o aumento da concentração de tanino até se atingir um plateau 
representativo da interação máxima. A partir desta estabilização, a PS encontra-se 
saturada na presença de excesso de ligando e verifica-se que este limite não varia apenas 
com o tanino utilizado na interação, mas também com a PS em questão. Com base nestes 
resultados e aplicando as equações 3 e 4 (ver secção 6 do capítulo III. Material e 
Métodos), os KA correspondentes a cada interação foram estimados, tendo sido obtidos 
valores desde 0,7x103 a 8,3x103 M-1, como expresso na Tabela 3. No cômputo geral, 
apesar dos valores determinados se encontrarem todos na mesma magnitude, é possível 
estabelecer uma ordem relativa das diferentes afinidades, em que KA(punicalagina) > 
KA(castalagina) > KA(vescalagina) e KA(procianidina B6) > KA(procianidina B3). Ainda, é 
possível reter que genericamente, os taninos hidrolisáveis apresentam constantes 
maiores do que os condensados. É de salientar que estas duas relações foram igualmente 
estabelecidas nos estudos de extinção de fluorescência descritos no tópico anterior. Em 
particular, a KA mais elevada obtida envolveu um elagitanino, referente à interação entre 
a punicalagina e o péptido P-B (8,3x103 M-1), enquanto que no caso dos taninos 
condensados, a KA maior foi de 2,7x103 M-1, para a interação entre a procianidina dimérica 
B6 e a estaterina. Novamente, estes resultados corroboram os de extinção de 
fluorescência, apesar de os valores das constantes obtidas por STD-NMR serem mais 
baixos que os obtidos pela outra técnica espetroscópica. Contudo, é de referir que as 
concentrações impostas por cada método diferem consideravelmente, sendo que a 
extinção de fluorescência permitiu utilizar concentrações de tanino inferiores (até 50,0 μM) 
às do STD-NMR (até 3,5 mM).  
 Comparando a influência relativa das diferentes PS abordadas, verifica-se, por um 
lado, que as interações com o péptido P-B apresentam valores de KA superiores com os 
elagitaninos, com exceção da vescalagina. Este tanino apresentou, ainda que com pouca 
diferença, maior afinidade para a estaterina. Por outro lado, confirmou-se que a estaterina 
é a PS que revelou KA mais altos quando as interações envolvem as procianidinas 
diméricas analisadas. Além deste resultado estar concordante com os ensaios de 
extinção de fluorescência, vai também de encontro com outros estudos da literatura51 que 
reportam a estaterina como uma das PS que melhor interage com os taninos 
condensados.  Ainda, a ideia de as cistatinas estarem associadas aos menores valores 
de KA obtidos parece ser inerente a quase todos os taninos abordados, excluindo a 
castalagina e a procianidina B3 que, apesar de novamente a diferença não ser muito 
óbvia, apresentam menor afinidade para a estaterina e o péptido P-B, respetivamente.  
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 KA (103 M-1) 
 Elagitaninos Taninos Condensados 
PS Vescalagina Castalagina Punicalagina B3 B6 
Estaterina 1,6* 1,7*** 3,3* 1,7*** 2,7* 
Péptido P-B 1,4* 3,3* 8,3* 1,1** 1,8* 
Cistatinas 0,7** 2,2** 2,6* 1,2** 1,6** 
Confiança do fitting: *≥97%, **≥93%, ***≥80% 
  
1.3. Principais inferências 
Em resumo, refletindo sobre as constantes de afinidade obtidas pelas técnicas de 
extinção de fluorescência e STD-NMR, verifica-se que estes dois métodos em 
colaboração permitem caracterizar a interação tanino-PS, na medida em que os 
resultados obtidos estão de acordo entre si. As principais conclusões decorrentes destas 
análises indicam que as estruturas das duas espécies intervenientes nas interações são 
essenciais para estas serem estabelecidas e que isto também depende da 
hidrofobicidade dos compostos polifenólicos.   
No geral, verificou-se que a capacidade de interação dos elagitaninos 
(vescalagina, castalagina e punicalagina) com as três PS em estudo (estaterina, péptido 
P-B e cistatinas) é comparativamente maior do que a dos taninos condensados 
(procianidinas diméricas B3 e B6). É possível relacionar esta diferença de afinidade com 
a estrutura distinta das duas classes de taninos, considerando que os elagitaninos são 
geralmente moléculas mais apolares e, por isso, mais propensos a estabelecer interações 
hidrofóbicas do que os taninos condensados.51 O fator de hidrofobicidade torna-se 
importante na compreensão dos resultados na medida em que este tipo de interações é 
considerado uma das forças principais envolvidas nas interações tanino-PS,1 como já 
referido. Para além disto, a maior afinidade dos elagitaninos observada foi referente ao 
péptido P-B, o qual se diferencia das outras PS principalmente pelo seu maior conteúdo 
em resíduos de prolina. Uma vez mais, a estrutura da PS parece justificar esta tendência, 
visto que o referido aminoácido é importante para os taninos mais apolares estabelecerem 
interações e crucial na formação de stacking hidrofóbico. Assim, os resultados corroboram 
a ideia de que as ligações hidrofóbicas são significativamente mais importantes para a 
interação dos taninos hidrolisáveis em comparação com os condensados, como já 
proposto por outros autores.1, 89 Não obstante, os resultados referentes à vescalagina 
aproximam-se mais dos dos taninos condensados na medida em que as constantes de 
afinidade são inferiores à dos outros elagitaninos. Considerando o maior caráter hidrofílico 
Tabela 3. Valores de constantes de associação (KA) estimados para as interações entre cada uma das três proteínas 
salivares (PS) e os diferentes taninos, considerando as equações 3 e 4. 
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da vescalagina comparativamente com a castalagina,153 por exemplo, compreende-se 
que as interações hidrofóbicas possam ser menos significativas o que, 
consequentemente, explica a menor afinidade do primeiro estereoisómero.  
Ainda, relativamente às menores interações experienciadas pelos taninos 
condensados, observou-se que a procianidina B6 apresenta maior afinidade 
relativamente ao seu isómero B3. Relacionado esta desigualdade com a estrutura de cada 
uma, estudos moleculares mecanísticos154, 155 revelaram que a ligação C4C6 (presente 
no caso do dímero B6) apresenta uma grande diversidade de confórmeros e proporciona 
estruturas mais alongadas, o que se reflete numa maior flexibilidade comparando com a 
ligação C4C8 (inerente ao dímero B3). Em relação à influência da estrutura das 
diferentes PS, verifica-se que este fator parece ser também importante na interação com 
os taninos condensados. Mais concretamente, a estaterina apresenta os maiores valores 
de constantes de afinidade, sendo que a explicação mais provável para este caso se 
baseia no carácter hidrofílico destes taninos, como referido anteriormente para o caso da 
vescalagina. Por outro lado, as cistatinas foram as PS com maior organização estrutural 
entre as três analisadas e, ao mesmo tempo, as com menor afinidade para todos os cinco 
taninos. A redução da capacidade de interação tanino-PS com o aumento da estrutura 
das proteínas registado poderá estar associado ao facto de neste caso o acesso dos 
taninos aos aminoácidos mais hidrofóbicos encontrar-se limitado e a disponibilidade dos 
aminoácidos à superfície ser reduzida.  
 
2. Estudos de copigmentação 
 Os efeitos de promoção e estabilização da cor que o fenómeno de copigmentação 
proporciona em vários complexos antociânicos são já conhecidos e bastante reportados 
na literatura.12, 33, 37 No entanto, o modo como este processo poderá influenciar uma maior 
ou menor interação entre diferentes classes de compostos fenólicos e PS é ainda 
totalmente desconhecido. Assim, com o intuito de compreender melhor o impacto dos 
complexos antocianina-tanino na interação com as PS e as suas consequências na 
perceção da adstringência, foram realizados ensaios utilizando duas técnicas 
complementares, STD-NMR e ITC. Como objeto de estudo analisaram-se duas das PS 
mais abundantes na saliva e mencionadas na literatura como mais envolvidas na 
adstringência, as bPRPs e as aPRPs. Preliminarmente, estas foram sujeitas à interação 
isolada com dois dos polifenóis mais simples representativos de duas classes, taninos e 
antocianinas: (-)-epicatequina e malvidina-3-O-glucósido, respetivamente (Figura 26). 
Posteriormente, o efeito destes dois compostos em cooperação, numa proporção 1:1, foi 
testado também pelas mesmas técnicas e os resultados subsequentes comparados.   
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A. B. 
   
 
 
Para além disso, sabe-se que o pH é um fator crucial pelo facto de as antocianinas 
poderem apresentar várias formas em solução dependendo da acidez do meio e, 
consequentemente, influenciar a estabilidade e capacidade de interação das 
antocianinas. Uma vez que os protões das diferentes formas presentes em equilíbrio em 
solução são visíveis na técnica de STD-NMR, foi necessário restringir o pH da solução em 
estudo, de modo a simplificar o espetro resultante das análises referentes à malvidina-3-
O-glucósido. Assim, o pH de todas as soluções foi ajustado a 1,0, de modo a garantir que 
a forma predominante em solução seja o catião flavílio. Porém, a técnica de ITC não 
apresenta estas restrições e foi assim possível estudar o efeito do fenómeno de 
copigmentação a dois valores de pH diferentes. Como método de comparação com os 
resultados de STD-NMR, numa das interações o pH foi mantido a 1,0, enquanto numa 
segunda situação as soluções foram ajustadas a 3,5-4,0, de modo a mimetizar os valores 
próximos dos encontrados na boca após a ingestão de vinho.156  
 
2.1. STD-NMR 
 A técnica de STD-NMR é, comparativamente com a de ITC, menos sensível, 
permitindo estudar rácios ligando-proteína ([L]/[P]) consideravelmente maiores. Assim, a 
sensibilidade relativa deste método na obtenção de constantes de afinidade pode ser 
considerada uma desvantagem, apesar de poder ser utilizada como modelo comparativo 
e poder obter-se uma ideia geral das interações estabelecidas. Além disto, o processo de 
análise dos espetros pode tornar-se ainda mais complicado nas presentes condições de 
estudo, uma vez que envolve um sistema complexo de dois ligandos. Porém, este método 
permite definir com alguma segurança possíveis epítopos de ligação, possibilitando uma 
melhor compreensão do tipo de interações que poderão estar envolvidas. Deste modo, 
apesar de terem sido determinados valores de KA para as diferentes interações, a principal 
Figura 26. Estruturas químicas dos polifenóis escolhidos para representar as duas classes de polifenóis, taninos e 
antocianinas. A | (-)-epicatequina e B | malvidina-3-O-glucósido. A abreviação “Glc” refere-se à substituição do grupo na 
posição 3 do anel C por uma unidade de glucose. 
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intenção destes estudos foi tentar elucidar quais os locais aparentemente mais 
predispostos para a interação das PS nas diferentes condições de ligandos.  
Os ensaios de STD-NMR foram realizados com os mesmos cuidados referidos 
anteriormente, tendo sido testadas previamente concentrações mais elevadas dos 
ligandos para garantir que a frequência de radiação específica para as duas famílias de 
PS não afetaria as estruturas da (-)-epicatequina e malvidina-3-O-glucósido. Estas, por 
sua vez, foram consideradas tendo em conta os respetivos desvios químicos de 1H NMR 
já descritos.157, 158 Após assegurar as condições desejadas, foram estabelecidas 9 
concentrações para cada um dos polifenóis, mantendo o rácio 1:1 no caso da mistura 
tanino-antocianina. Assim, foram utilizadas as concentrações de 345 μM, 689 μM, 1033 
μM, 1723 μM, 2412 μM, 3101 μM, 4134 μM, 5168 μM e 6890 μM para cada um dos 
ligandos, enquanto que a concentração das PS foi mantida constante a 9 μM. Os ligandos 
foram, então, adicionados a esta concentração fixa de PS, em concentrações crescentes 
e os respetivos gráficos de titulação foram obtidos, como exemplificado na Figura 27.  
 
a) b) 
  
c) 
 
 
Figura 27. Espetros de STD-NMR para as interações entre as duas PS (9 μM) e concentrações crescentes de cada 
ligando. A região representada (9,0-2,0 ppm) corresponde à zona em que os protões apresentavam maior ressonância. 
Os espetros foram registados a 600 MHz e 300 K em água deuterada/óxido de deutério (D2O). Interações entre as PS 
aPRPs e a) (-)-epicatequina, b) malvidina-3-O-glucósido e c) mistura (-)-epicatequina+malvidina-3-O-glucósido.  
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Por análise dos espetros de STD-NMR, acima exemplificados, verifica-se que para 
concentrações mais baixas de (-)-epicatequina, os primeiros protões a surgir 
correspondem às posições 6 e 8 do anel A (6,0 ppm) e 5’ e 6’ do anel B (7,0 ppm), 
sugerindo que estes serão os primeiros locais a interagir tanto com as bPRPs como com 
as aPRPs. À medida que a concentração de ligando aumenta, ocorre também um 
aumento destes sinais e começam a surgir outros sinais na região 2,8 ppm, a qual 
corresponde aos protões da posição 4 do anel C, novamente para ambas as PS. 
Relativamente à malvidina-3-O-glucósido, observa-se uma situação idêntica na medida 
em que também se verifica um incremento dos sinais relativos às regiões 6,0 e 7,0 ppm 
(posições 6 e 8 do anel A). No entanto, neste caso os primeiros sinais a surgir 
correspondem aos protões das unidades de glucose da posição 3 do anel C (regiões 3,0 
e 4,0 ppm), apontando uma preferência de interação para estes protões. Os referidos 
sinais foram também intensificados à medida que a concentração de antocianina 
aumentava. Novamente, mas agora respeitante à mistura tanino-antocianina, os primeiros 
sinais a surgir a concentrações baixas de ligando correspondem às regiões 3,0 e 4,0 ppm 
dos protões das unidades de glucose da malvidina-3-O-glucósido. Ainda, a região 2,8 ppm 
referente aos protões da posição 4 do anel C da (-)-epicatequina também revelam alguns 
sinais. No entanto, os sinais referentes às regiões 6,0 e 7,0 ppm das posições 6 e 8 do 
anel A tanto da (-)-epicatequina como da malvidina-3-O-glucósido são também visíveis. 
Todas estas observações foram praticamente iguais tanto para as bPRPs como para as 
aPRPs, não se verificando uma diferença óbvia relativamente a nenhuma PS em 
particular. Esta será a primeira vez que os epítopos de ligação dos dois ligandos 
estudados são determinados por STD-NMR.  
A análise dos espetros apresentados anteriormente foi realizada considerando os 
protões de cada ligando cujos sinais fossem os mais intensos coincidentes para ambos 
os polifenóis estudados e que apresentassem uma vizinhança o mais semelhante 
possível. Deste modo, foram escolhidos os protões H6 e H8 do anel A da (-)-epicatequina 
e da malvidina-3-O-glucósido. Nos casos da (-)-epicatequina e mistura tanino-antocianina, 
não se observou um desdobramento destes dois protões e, portanto, a integração foi 
realizada em conjunto, apresentando um único valor de KA. Por outro lado, no caso da 
malvidina-3-O-glucósido verificou-se o desdobramento dos protões, sendo feita a 
integração separada de cada um dos protões. Dado que os dois apresentaram um 
comportamento idêntico e revelaram valores de KA também semelhantes, os resultados 
aqui evidenciados são referentes a apenas um dos protões (H8). 
Considerando os espetros anteriormente representados, as curvas de titulação 
que traduziam o efeito do aumento da concentração de polifenol para uma concentração 
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fixa de PS (9 μM) foram traçadas pela extrapolação dos valores de ASTD calculados a partir 
da equação 3 (ver secção 6 do capítulo III. Material e Métodos). Os gráficos referentes a 
estas titulações estão representados nas Figuras 28 a 30, correspondendo às interações 
das duas PS (bPRPs e aPRPs) com cada um dos polifenóis [(-)-epicatequina e malvidina-
3-O-glucósido] e mistura tanino-antocianina para os protões indicados. 
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Figura 28. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações 
crescentes de (-)-epicatequina e as duas PS (9 μM), a) bPRPs e b) aPRPs. Os símbolos representam os valores 
experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos tendo em conta a equação 3. 
 
 
Figura 29. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações 
crescentes de malvidina-3-O-glucósido e as duas PS (9 μM), a) bPRPs e b) aPRPs. Os símbolos representam os valores 
experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos tendo em conta a equação 3. 
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 Verifica-se que todas as curvas de titulação representadas aumentam até ser 
atingido um plateau correspondente à saturação dos epítopos de ligação das PS pelo 
excesso de ligando presente. A partir deste patamar máximo alcançado, cuja intensidade 
e concentração de ligando correspondente varia conforme a interação polifenol-PS em 
questão, não se observa uma variação significativa do sinal ASTD. Por aplicação das 
equações 3 e 4 (ver secção 6 do capítulo III. Material e Métodos) às curvas representadas 
nas Figuras 28-30, foi possível determinar os respetivos valores de KA, os quais se 
encontram sumarizados na Tabela 4.  
 
 
 
 
 
 
 
Confiança do fitting: *≥98%, **≥95% ***≥89% 
 
As constantes obtidas encontram-se entre 0,23x103 e 1,01x103 M-1, não 
apresentando grandes diferenças de magnitude. No entanto, verifica-se uma maior 
predisposição, apesar de pequena, das interações que envolvem as aPRPs relativamente 
às bPRPs para todos os ligandos, por as primeiras apresentarem constantes 
sensivelmente maiores. Comparando os valores de KA obtidos para os dois polifenóis, 
verifica-se que a malvidina-3-O-glucósido (0,29x103, e 0,42x103 M-1) parece interagir com 
 KA (10
3 M-1) 
 H6+H8 H8 EC-H6+H8 Mv-H6+H8 
PS (-)-epicatequina Mv-3-O-glc EC + Mv-3-O-glc 
bPRPs 0,23** 0,29* 0,80* 0,10* 
aPRPs 0,23*** 0,42* 1,01* 0,38* 
Figura 30. Gráficos representativos dos fatores de amplificação de STD (ASTD) para as interações entre concentrações 
crescentes da mistura (-)-epicatequina+malvidina-3-O-glucósido (EC+Mv-3-O-glc) e as duas PS (9 μM), bPRPs (▲) e aPRPs 
(■). Os símbolos representam os valores experimentais, enquanto as linhas correspondem aos valores teóricos tendo em 
conta a equação 3. Os fitting das curvas foram realizados considerando os protões referentes à a) (-)-epicatequina (EC) e b) 
malvidina-3-O-glucósido (Mv-3-O-glucósido) separadamente.  
 
Tabela 4. Valores de constantes de associação (KA) estimados para as interações entre cada uma das duas proteínas 
salivares (PS) e os diferentes ligandos, considerando as equações 3 e 4. 
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maior eficácia com ambas as PS do que a (-)-epicatequina (0,23x103 M-1). Porém, 
considerando as constantes relativas a cada uma das moléculas quando o fenómeno de 
copigmentação está presente, a situação anteriormente referida parece inverter-se. Ou 
seja, os valores de KA são superiores no caso da análise dos protões correspondentes à 
(-)-epicatequina (1,01x103 e 0,80x103 M-1) do que dos da malvidina-3-O-glucósido 
(0,10x103 e 0,38x103 M-1). Isto parece, assim, indicar que quando os dois compostos 
polifenólicos estão presentes existe uma sinergia entre eles, sendo que a (-)-epicatequina 
será a que mais contribui para a interação com ambas as PS. Nesta situação da mistura 
tanino-antocianina, verifica-se que, no geral, os valores das constantes são superiores 
aos dos dois polifenóis a interagir separadamente. Ainda, as diferenças entre as duas PS 
são mais significativas neste caso da mistura, confirmando-se a maior preferência das 
aPRPs comparativamente com as bPRPs. Deste modo, sugere-se que o efeito de 
copigmentação favorece a interação com ambas as PS, principalmente pelo aumento da 
afinidade da (-)-epicatequina. 
 
2.2. ITC 
 As análises por ITC permitiram obter os termogramas representados nas Figuras 
31 a 34, resultantes das interações de duas PS (bPRPs e aPRPs) com as diferentes 
conjugações de ligandos [(-)-epicatequina, malvidina-3-O-glucósido e mistura (-)-
epicatequina-malvidina-3-O-glucósido]. Tal como referido, as interações foram estudadas 
a duas condições diferentes de pH 1,0 e 3,5-4,0. No entanto, para o caso da (-)-
epicatequina, só foi possível obter um termograma a pH 1,0 para a interação com bPRPs 
(Figura 31.A). Isto poderá estar relacionado com a menor capacidade de interação que 
este tanino apresenta para as duas PS abordadas, sendo que a técnica de ITC não terá 
sensibilidade suficiente para detetar um sinal nestas situações e assim traçar um 
termograma. Os valores em abcissas (rácio [L]/[P]) correspondem aos diferentes rácios 
entre as concentrações de ligando (tanino, antocianina e mistura) e as duas PS, 
aumentando de acordo com a adição de ligando ao longo do tempo.   
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Figura 31. Interações por ITC referentes às bPRPs (20 μM) a pH 1,0. À esquerda estão representados os termogramas, 
enquanto que à direita se encontram os gráficos consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos experimentais 
(pontos a preto). As interações foram realizadas com três ligandos: A | (-)-epicatequina, B | malvidina-3-O-glicósida e C | 
1:1 (-)-epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
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Figura 32. Interações por ITC referentes às bPRPs (20 μM) a pH 3,5-4,0. À esquerda estão representados os 
termogramas, enquanto que à direita se encontram os gráficos consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos 
experimentais (pontos a preto). As interações foram realizadas com dois ligandos: A | malvidina-3-O-glicósida e B | 1:1 (-
)-epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
Figura 33. Interações por ITC referentes às aPRPs (30 μM) a pH 1,0. À esquerda estão representados os 
termogramas, enquanto que à direita se encontram os gráficos consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos 
experimentais (pontos a preto). As interações foram realizadas com dois ligandos: A | malvidina-3-O-glicósida e B | 
1:1 (-)-epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
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Observa-se um comportamento semelhante para quase todas as interações no 
que diz respeito ao tipo da curva de fitting, estabelecendo-te uma curva sigmoidal com 
dois patamares de estabilização (plateaus), com exceção da interação refente às bPRPs 
com (-)-epicatequina a pH 1,0 [Figura 31. a)] e às aPRPs a pH 3,5-4,0 (Figura 34). À luz 
do modelo proposto para a interação tanino-proteína, estes plateaus poderão 
corresponder à saturação dos locais de ligação da proteína, sendo que nestas situações 
a adição de polifenóis à interação não alterará muito a energia gerada e detetada pelo 
aparelho de ITC.  
De um modo geral, registou-se uma maior libertação de energia (maior variação 
dos valores de ΔQ) no caso da mistura em comparação com os dois ligandos (tanino e 
antocianina) a interagirem separadamente com as PS. Porém, verifica-se que os rácios 
[L]/[P] em que se atingem as duas estabilizações variam conforme a interação em 
questão. Relativamente à interação das bPRPs a pH 1,0 (Figura 31), verifica-se que os 
patamares obtidos para a mistura tanino-antocianina se estabelecem a rácios [L]/[P] 
próximos de 20 e 70, aproximando-se dos mesmos valores observados na situação em 
que apenas a malvidina-3-O-glucósido está presente. Porém, quando há um aumento dos 
valores de pH para 3,5-4,0 (Figura 32), os rácios observados em cada patamar alteram-
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Figura 34. Interações por ITC referentes às aPRPs (30 μM) a pH 3,5-4,0. À esquerda estão representados os 
termogramas, enquanto que à direita se encontram os gráficos consequentes do fitting (linhas a vermelho) dos pontos 
experimentais (pontos a preto). As interações foram realizadas com dois ligandos: A | malvidina-3-O-glicósida e B | 
1:1 (-)-epicatequina:malvidina-3-O-glucósido. 
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se. Há também uma distinção entre as situações em que só a antocianina se encontra a 
interagir com a PS (15 e 50) e quando a (-)-epicatequina se encontra também presente 
(40 e 70). Este efeito do pH não parece ser tão significativo nos rácios das interações 
quando estas são estabelecidas com as aPRPs (Figuras 33 e 34). Ainda, também não 
se verifica grande alteração dos rácios referentes às estabilizações quando a mistura dos 
dois polifenóis é estudada, mantendo-se em 20 e 70 a pH 1,0 (Figura 33).  
 O fitting dos pontos experimentais de ITC foi feito pelo modelo de dois locais de 
ligação independente. Deste modo, os estudos por ITC permitiram determinar o número 
de locais de ligação (n) de dois sets de ligação (1,2 e 2,2) e as respetivas constantes de 
ligação (KA), sendo assim possível caracterizar e comparar as diferentes interações. Os 
referidos valores encontram-se sumarizados na Tabela 5.  
 
 
 
 
Por comparação das KA, verifica-se que para a generalidade das interações os 
valores de KA do primeiro set de ligação (1,2) são superiores aos do segundo set (2,2). 
Isto parece ser coerente visto que será de esperar que a interação seja mais forte para 
os primeiros locais da proteína com os quais os polifenóis interagem do que os segundos, 
A.                                                                         pH 1,0 
PS Set 
(-)-epicatequina malvidina-3-O-glucósido EC + Mv-3-O-glc 
n KA (105 M-1) n KA (105 M-1) n  KA (105 M-1) 
bPRPs 
(1,2) 27,0±0,2 6,547±2,221 27,2±0,5 18,904±9,592 6,7±0,2 
KA 6228,1±888,9 
KB 10,8±4,1 
(2,2) 11,7±0,08 0,00347±0,00003 55,8±2,9 0,5227±0,0703 42,6±0,1 
KA 388,6±30,8 
KB 1,685±0,136 
aPRPs 
(1,2) - - 28,8±3,1 5,875±0,674 12,6±0,6 
KA 919,7±4,9 
KB 918,9±4,9 
(2,2) - - 57,6±0,4 0,824±0,024 50,1±28,5 
KA 2,65±0,32 
KB 0,0910±0,0089 
B.                                                                        pH 3,5-4,0 
PS Set 
(-)-epicatequina malvidina-3-O-glucósido EC + Mv-3-O-glc 
n KA (105 M-1) n KA (105 M-1) n  KA (105 M-1) 
bPRPs 
(1,2) - - 6,2±0,2 1,488±0,116 29,0±1,6 
KA 0,0130±0,001 
KB 0,0146±0,001 
(2,2) - - 34,9±14,7 0,2015±0,0254 48,7±0,5 
KA 221,6±99,9 
KB 0,166±0,0694 
aPRPs (1,1) - - 53,4±24,0 0,743±0,011 52,4±6,5 
KA 13,03±0,31 
KB 0,01620±0,00006 
Tabela 5. Número de locais de ligação na PS (n) e valores de constantes de ligação (KA) para as interações da (-)-epicatequina, 
malvidina-3-O-glucósido e a mistura 1:1 destes dois polifenóis (EC+Mv-3-O-glc) com as duas PS estudadas (bPRPs e aPRPs) a 
A | pH 1,0 e B | pH 3,5-4,0. A coluna Set (1,2 ou 2,2) corresponde aos parâmetros individuais de cada set de locais de ligação. 
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sendo que estes últimos poderão corresponder aos pontos de estabilização dos 
complexos. Apesar de a amplitude das constantes obtidas ser muito alargada (de 0,003 
a 6228x105 M-1), é possível inferir que o pH é um parâmetro importante na formação das 
interações, uma vez que valores baixos (pH 1,0) registam valores de KA superiores, 
promovendo a sua afinidade.  
Por outro lado, independentemente do pH, parece haver um efeito promotor da 
copigmentação na formação das interações polifenol-PS, uma vez que os valores de KA 
aumentam quando a mistura tanino-antocianina está presente em comparação com a 
situação em que apenas um dos compostos polifenólicos está presente. Não obstante, é 
importante ainda referir uma interação em particular que parece ser exceção às 
observações referidas anteriormente, mais especificamente as interações estabelecidas 
entre as bPRPs a pH 3,5-4,0. Verifica-se que neste caso os valores de KA parecem ser 
maiores não só no primeiro set de locais de ligação (0,0130x105 M-1 em comparação com 
0,0146x105 M-1 no segundo), mas também quando apenas a malvidina-3-O-glucósido se 
encontra a interagir com as PS (1,448x105 M-1). Assim, e apesar de os valores referidos 
não divergirem muito entre si, estas desigualdades observadas podem dever-se ao facto 
de estas interações (a pH mais elevados) não serem as mais fortes.  
As diferenças entre as interações em que apenas os polifenóis estão presentes e 
quando a mistura tanino-antocianina se encontra em solução parecem ser mais evidentes 
nas condições a pH 1,0, talvez pelo facto de nestas condições as interações apresentarem 
uma maior afinidade, como já referido. O facto de os maiores valores de KA registados 
serem referentes às interações que envolvem a mistura corrobora o que foi observado 
nos ensaios de STD-NMR, onde se verificou um aumento da afinidade de interação de 
ambas as PS quando o ligando em questão seria o complexo tanino-antocianina, por 
oposição aos dois polifenóis em separado. 
Comparando as duas PS, as bPRPs apresentam de um modo geral valores de KA 
superiores, parecendo ser as que possuem uma maior afinidade de interação. Esta 
observação, em particular a pH 1,0, parece contrariar os resultados obtidos nos ensaios 
de STD-NMR anteriormente descritos, uma vez que estas análises defendem uma maior 
afinidade relativamente às aPRPs. No entanto, é importante referir que neste último caso 
não se verificaram grandes diferenças entre os KA obtidos, além de que estes valores 
apresentam um menor rigor comparativamente com as constantes obtidas por ITC. As 
concentrações das espécies abordadas também foram diferentes para cada técnica, 
tendo-se atingido rácios consideravelmente mais altos no caso do STD-NMR.  
 Relativamente aos valores de n obtidos, parece haver um aumento da quantidade 
de pontos de interação no segundo set relativamente ao primeiro, o que poderá estar 
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relacionado com as interações secundárias mais fracas estabelecidas entre o polifenol e 
a proteína que se formam de modo a estabilizar as interações principais. Estas interações 
secundárias podem então corresponder às pontes de hidrogénio que estão mais 
relacionadas com a estabilização dos complexos, como já descrito na literatura.86, 87 Ainda, 
a rácios [L]/[P] mais elevados, como acontece no caso do segundo set, o ligando/polifenol 
apresenta uma maior capacidade de atuar como uma molécula multidentada. Isto poderá 
justificar este aumento do valor de n com os rácios referidos, pois o composto polifenólico 
em questão irá ocupar os locais de ligação nas moléculas de PS numa maior extensão. 
Curiosamente, por comparação das interações de cada PS com os mesmos ligandos, 
verifica-se que as bPRPs parecem ter associados valores de n inferiores aos das aPRPs. 
Por exemplo, no caso da mistura (tanino+antocianina) a pH 1,0, as interações 
estabelecidas com as bPRPs apresentam valores de n de 6,7 e 42,6, enquanto as 
interações entre as aPRPs e os mesmos ligandos revelaram valores de 12,6 e 50,1. É 
importante referir que as aPRPs apresentam uma massa cerca de três vezes maior do 
que as bPRPs (14643 Da e 5388 Da, respetivamente), e, portanto, a capacidade para 
disponibilizar um maior número de locais de ligação poderá estar relacionada com o seu 
maior tamanho e não diretamente com a sua maior ou menor afinidade de interação.  
A pH 3,5-4,0, as bPRPs encontram-se carregadas positivamente devido ao seu 
elevado pI, no entanto, as aPRPs possuem um pI próximo destes valores de pH, 
apresentando-se na forma zwitteriónica (neutra).159 Deste modo, compreende-se que a 
acidez do meio tenha mais influência na sua capacidade de interação do que quando 
comparando com as bPRPs, o que pode justificar o facto de a valores de pH mais 
elevados as interações reveladas por ITC apenas apresentem um set de locais de ligação. 
De um modo geral, verifica-se uma alteração do valor de n quando ambos os polifenóis 
estão presentes por comparação com a situação em que apenas a malvidina-3-O-
glucósido está a interagir e esta relação parece depender também do pH do meio. Mais 
concretamente, a pH 1,0, os valores de n diminuem quando a mistura está presente 
comparativamente com a situação em que a malvidina-3-O-glucósido está sozinha. Por 
outro lado, a pH 3,5-4,0 verifica-se um aumento dos valores de n por comparação dos 
dois tipos de ligando (apenas antocianina e tanino+antocianina). Uma vez mais, salienta-
se que a capacidade de interação poderá não estar diretamente relacionada com o 
número de locais de ligação na proteína passíveis de estabelecer interações.  
Os resultados obtidos por ITC permitiram também obter os parâmetros 
termodinâmicos para cada interação, os quais se encontram resumidos na Tabela 6. 
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p  (-)-epicatequina malvidina-3-O-glucósido EC + Mv-3-O-glc 
 PS 
∆H 
(kcal.mol-1) 
∆G 
(kcal.mol-1) 
-∆TS 
(kcal.mol-1) 
∆H 
(kcal.mol-1) 
∆G 
(kcal.mol-1) 
-∆TS 
(kcal.mol-1) 
∆H 
(kcal.mol-1) 
∆G 
(kcal.mol-1) 
-∆TS 
(kcal.mol-1) 
pH 
1,0 
bPRPs 
-2,3869 -7,934 -5,547 -0,030099 -8,562 -8,532 
-66,916 -11,997 54,919 
-66,578 -8,231 58,347 
-99,846 -3,465 96,381 -0,57701 -6,437 -5,859 
-42,585 -10,353 32,232 
-41,811 -7,13 34,681 
aPRPs 
- - - -0,15611 -7,87 -7,714 
-51,651 -10,864 40,787 
51,456 -10,863 -62,319 
- - - -0,75024 -6,706 -5,956 
-1,2934 -7,398 -6,105 
-0,061368 -5,401 -5,339 
 
pH 
3,5-
4,0 
bPRPs 
- - - -0,23623 -7,056 -6,82 
20,684 -4,248 -24,932 
-21,347 -4,317 17,03 
- - - -0,3708 -5,872 -5,5 
-26,547 -10,021 16,526 
-26,495 -5,757 20,738 
aPRPs - - - -0,97474 -6,645 -5,67 
50,688 -8,342 -59,03 
54,675 -4,378 -59,053 
 
 Verifica-se que os valores correspondentes à energia livre de Gibbs global (ΔG) 
são negativos para todas as interações, requisito este necessário numa interação 
biológica espontânea. Para além destes valores, os parâmetros de entalpia (ΔH) e 
entropia (-TΔS) são também relevantes na medida em que fornecem importantes 
informações acerca do tipo de ligações envolventes nas interações estudadas. Em 
particular, o primeiro indica alterações de energia associadas a interações específicas 
não-covalentes, como as pontes de hidrogénio, enquanto o segundo está relacionado com 
as interações hidrofóbicas e alterações conformacionais. Concretizando, alterações ao 
nível da entropia estão muitas vezes associadas a um rearranjo da estrutura das 
moléculas de água do polifenol, como resultado das interações hidrofóbicas com resíduos 
apolares das PS. Por outro lado, numa situação em que os valores de ΔH são pouco 
negativos/positivos, aproximando-se significativamente de zero, pode ser considerada a 
interferência de um outro tipo de interações: as interações eletrostáticas.160 Analisando os 
resultados da Tabela 6, verifica-se que esta última situação se observa para a 
generalidade das interações entre as duas PS e a malvidina-3-O-glucósido (desde -0,03 
a -0,97 kcal.mol-1). Na condição em que o pH é mais baixo (1,0) e que a antocianina se 
apresenta principalmente na forma de ião flavílio (carregada positivamente), este efeito 
Tabela 6. Parâmetros termodinâmicos (ΔH, ΔG e -T ΔS) para as interações da (-)-epicatequina, malvidina-3-O-
glucósido e a mistura 1:1 destes dois polifenóis (EC+Mv-3-O-glc) com as duas PS estudadas (bPRPs e aPRPs) a pH 
3,5-4,0.  
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eletrostático parece ser mais evidente (valores de ΔH mais próximos de zero). Porém, o 
valor de ΔH que se afasta mais de zero corresponde à interação das aPRPs a pH mais 
elevado (-0,97 kcal.mol-1), onde estas PS se apresentam praticamente neutras, sendo de 
esperar que as interações eletrostáticas não sejam tão significativas nesta situação. 
Contrastando, esta tendência geral altera-se quando a (-)-epicatequina está presente e 
interage ao mesmo tempo com as PS, revelando interações favorecidas por entropia 
(valores de ΔH positivos e de -TΔS negativos) e entalpia (valores de ΔH negativos e de -
TΔS positivos). Assim, estes resultados sugerem que o efeito de copigmentação promove 
o estabelecimento de interações hidrofóbicas e pontes de hidrogénio em alternativa às 
interações eletrostáticas. Ainda, observam-se algumas diferenças nas principais forças 
intervenientes em cada interação com a mistura, sendo que os valores de entalpia são 
mais negativos no caso das interações com as bPRPs em comparação com as aPRPs. 
Esta ideia formulada com base nos valores termodinâmicos obtidos parece apoiar a 
hipótese que as pontes de hidrogénio são as principais forças a atuar nas interações das 
bPRPs, enquanto as interações hidrofóbicas parecem contribuir mais para os complexos 
com aPRPs, ou então uma mistura de ambos os tipos de interações. Relativamente às 
interações estabelecidas entre a (-)-epicatequina e as bPRPs, verifica-se uma situação 
idêntica em que ambas as componentes entálpica e entrópica parecem interferir, ainda 
que com maior relevância para a primeira. No entanto, uma vez que a técnica abordada 
não permitiu obter grandes informações acerca das interações que este composto 
polifenólico estabelece com as aPRPs, ou mesmo a outras condições de pH, não é 
possível deduzir nenhuma conclusão ou comparar com os resultados referentes à mistura 
tanino-antocianina.  
Dada a complexidade do sistema, a interpretação e discussão das características 
termodinâmicas são pouco detalhadas e restritas às interações que foram possíveis 
estudar. Deste modo, os resultados aqui apresentados e as conclusões sugeridas 
requerem estudos adicionais capazes de confirmar as relações estabelecidas para as 
diferentes interações, como por exemplo simulações de dinâmica molecular. Os sistemas 
abordados são consideravelmente complexos e providenciam algumas dificuldades na 
compreensão das informações obtidas, sendo que as técnicas utilizadas apresentem 
também algumas limitações. Esta carência de informação pode dever-se principalmente 
à falta de dados relativos à interação com a (-)-epicatequina. No entanto, os resultados 
obtidos fornecem já alguma ideia da complexidade e importância dos complexos tanino-
antocianina na interação com diferentes PS. Estes são estudos muito preliminares e sem 
grandes precedentes e parecem revelar alguma pertinência no sentido de perceber a 
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influência do parâmetro de copigmentação entre taninos e antocianinas no 
desenvolvimento da adstringência em particular.  
 
3. Estudos de sabor amargo 
 Os estudos da ativação de diferentes recetores do sabor amargo (TAS2Rs) por 
diferentes compostos polifenólicos tiveram por base dois objetivos distintos. Num deles, 
pretendia-se avaliar a ativação de TAS2Rs por 16 polifenóis selecionados previamente e 
descritos como amargos ao nível sensorial.133 Para tal, foi feito o screening da ativação 
dos 25 TAS2Rs para cada um dos 16 compostos, de modo a compreender quais os 
recetores ativados e em que concentrações. Seguidamente, para os compostos que 
revelaram uma ativação específica de um ou mais TAS2Rs, foram traçadas as respetivas 
curvas dose-resposta, tendo sido testadas várias concentrações dos compostos para se 
estabelecerem curvas representativas da ativação dos recetores.  
 No segundo estudo referido, pretendia-se compreender qual a influência das PS 
na ativação dos TAS2Rs pelos polifenóis. Neste sentido, foram utilizados 4 compostos 
polifenólicos [(-)-epicatequina, malvidina-3-O-glucósido, procianidina trímero C2 e PGG], 
cuja ativação de diferentes recetores e as respetivas curvas dose-resposta se 
encontravam já estabelecidas.13 O efeito das PS na ativação dos TAS2Rs foi alcançada 
pela adição de uma mistura de PS representativa da saliva humana aos diferentes 
polifenóis de interesse. Todas as experiências foram realizadas tendo por base a medição 
dos níveis de Ca2+ intracelular. 
A deteção por uma sonda fluorescente do aumento do nível de Ca2+ intracelular 
tem vindo a ser utilizada nos estudos da ativação dos recetores do sabor amargo como 
resposta a agonistas, como alguns polifenóis. Apesar de este método ser apenas uma 
aproximação in vitro e muitas vezes não corroborar os dados sensoriais obtidos por 
experiências in vivo, as propriedades dos TAS2Rs abordados aproximam-se bastante dos 
resultados obtidos nos estudos psicofísicos com humanos.161 
 
3.1. Screening de diferentes compostos polifenólicos 
 Foram selecionados 16 compostos polifenólicos descritos na bibliografia133 como 
amargos através de ensaios sensoriais, de modo a identificar os TAS2Rs ativados e quais 
as concentrações necessárias para se observar um sinal significativo. Assim, foram 
testados 9 taninos condensados [procianidinas diméricas B1, B2, B3, B4, B6, B7, 
procianidina trimérica C1, B2g e EGCG], 4 taninos hidrolisáveis (vescalagina, castalagina, 
punicalagina e grandinina) e 3 ésteres etílicos (ácido ferúlico, ácido protocatechuico e 
ácido vanílico). Para além da variedade de classes polifenólicas abordadas, estes 
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compostos apresentam também uma grande diversidade estrutural e diferentes massas 
moleculares.  
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TANINOS HIDROLISÁVEIS 
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Figura 35. Ativação dos TAS2Rs pelos diferentes compostos polifenólicos, representada pela alteração da 
fluorescência de células HEK293T marcadas com Fluo4-AM e transfetadas com os TAS2Rs representados nos gráficos. 
Todos os ensaios foram realizados em triplicado, apesar de alguns casos apenas mostrarem duplicados. 
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Os ensaios de screening realizados para cada um dos 16 referidos compostos 
foram realizados em triplicado para células transfetadas com os 25 TAS2Rs (R1, R3, R4, 
R5, R7, R8, R9, R10, R13, R14, R16, R38, R39, R40, R41, R42, R43, R44, R45, R47, 
R48, R49, R50 e R60) e dois vetores controlo (mock) sem o DNA dos recetores (pB28 e 
pEAK10). As concentrações utilizadas, na gama de μM, foram otimizadas para cada 
composto, de modo a não se produzir sinais não-específicos (artefactos), mas para se 
observar uma ativação evidente dos recetores. Como resultado deste screening, 
observou-se a ativação de um ou mais recetores para quase todos os compostos 
analisados, com exceção das procianidinas B2, B3, B6 e C1, cujos sinais não foram 
conclusivos de nenhuma ativação nas condições/concentrações estudadas. Em suma, foi 
observada a ativação de 7 TAS2Rs diferentes por 12 dos 16 compostos polifenólicos 
analisados. Os sinais observados representativos das ativações dos recetores estão 
exemplificados na Figura 35 e os TAS2Rs ativados estão sumarizados na Tabela 7. 
 
 
Composto 
TAS2R 
R4 R5 R7 R14 R39 R43 R47 
T
a
n
in
o
s
 C
o
n
d
e
n
s
a
d
o
s
 B1 - + + - - - - 
B2 - - - - - - - 
B3 - - - - - - - 
B4 - + - - - - - 
B6 - - - - - - - 
B7 - + - - - - - 
C1 - - - - - - - 
B2g - + - - + - - 
EGCG + + - - + + - 
T
a
n
in
o
s
 
H
id
ro
li
s
á
v
e
is
 
Vescalagina - - + - - - - 
Castalagina - - + - - - - 
Punicalagina - + + - - - - 
Grandinina - - + - - - - 
É
s
te
re
s
 
E
tí
li
c
o
s
 
Ferúlico - - - + - - - 
Protocatechuico - - - + - - + 
Vanílico - - - + - - - 
 
É possível observar uma ativação dos diferentes recetores pelos gráficos 
representados, uma vez que foi detetado um sinal fluorescente resultante da libertação de 
Ca2+, traduzindo-se num afastamento da linha de base em relação ao eixo dos xx. 
Curiosamente, verifica-se que para uma mesma classe de compostos polifenólicos, 
Tabela 7. Tabela resumo das ativações dos 8 TAS2Rs resultantes da adição de 12 diferentes compostos fenólicos. O 
sinal “+” corresponde à observação de uma resposta, o que corresponde à ativação de um recetor. Os restantes TAS2Rs 
não são referidos, uma vez que não se verificou nenhum sinal representativo de uma ativação. 
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parece haver uma certa especificidade na ativação de um dado recetor. Mais 
concretamente, todos os taninos condensados (Figura 36) ativaram em específico o 
TSA2R5, tal como já tinha sido verificado relativamente a outros taninos desta classe, 
mais concretamente a (-)-epicatequina e a procianidina trimérica C2.13 Além disto, os 
taninos condensados aqui analisados (B1, B2g e EGCG) ativaram ainda mais alguns 
recetores diferentes. A procianidina B1 ativou o TAS2R7, enquanto que a B2g e a EGCG 
ativaram o TAS2R39. Ainda, a EGCG foi o composto polifenólico que ativou um maior 
número de recetores, num total de 4 (TAS2R4, 5, 39 e 43). Relativamente aos taninos 
hidrolisáveis (Figura 37), observa-se uma ativação do TAS2R7 em todos os casos, sendo 
que para a punicalagina verificou-se uma ativação adicional do TAS2R5. Por fim, esta 
tendência também se aplicou aos ésteres etílicos (Figura 38), na medida em que todos 
ativaram o TAS2R14 e ainda o TAS2R47, no caso do ácido protocatechuico.  
 Apesar de parecer haver a preferência de uma determinada classe de polifenóis 
para um recetor específico, não se consegue estabelecer uma interação exclusiva, a não 
ser no caso dos ésteres etílicos. Na verdade, estes compostos foram os únicos, entre os 
estudados, capazes de ativar o TAS2R14, indicando que a sua estrutura específica 
(COOCH2CH3, Figura 38) poderá ser essencial na interação com o recetor. Ainda, a 
ativação do TAS2R39 por apenas dois taninos (B2g e EGCG) poderá sugerir que algo na 
sua estrutura (Figura 36) que os distingue dos restantes taninos condensados seja 
requerida na ativação específica deste recetor. Comparando as estruturas dos compostos, 
observa-se que tanto a B2g como a EGCG possuem um grupo adicional (galhoilo) que é 
característico de uma outra classe de taninos, os galhotaninos. Curiosamente, foi já 
reportada a ativação deste recetor pela PGG (galhotanino, Figura 37),13 sendo que um 
outro estudo relaciona esta maior capacidade de ativação do TAS2R39 com a presença, 
por um lado, dos três grupos hidroxilo (existentes no grupo galhoilo) e, por outro, do 
resíduo de glucose.162 No entanto, e apesar da PGG parecer confirmar esta relação em 
ambos os aspetos, a B2g e a EGCG não possuem nenhum resíduo de glucose na sua 
estrutura. Ainda, a ativação do TAS2R39 não será exclusiva destes fatores, visto que a (-
)-epicatequina é também capaz de induzir um sinal fluorescente.  
A ideia de que os grupos catecol e/ou galhoilo são requeridos para a ativação do 
TASR513 é confirmada pelo facto de todos os polifenóis abordados que induziram uma 
resposta por este recetor possuírem pelo menos dois dos grupos referidos. Contudo, 
novamente, a presença destes grupos não será suficiente para promover uma resposta 
pelo recetor, visto que outros taninos aqui estudados (condensados e hidrolisáveis) não 
foram capazes de induzir um aumento da fluorescência associado à libertação de Ca2+. 
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A relação observada entre a ativação de um recetor em especifico por uma mesma classe 
de polifenóis poderá estar, então, relacionada com as semelhanças estruturais associadas 
a cada classe, apoiando a ideia que a ativação dos diferentes TAS2Rs dependerá da 
estrutura da molécula que estabelece ligação. Assim, para além de se comprovar que um 
mesmo composto polifenólico é capaz de ativar mais do que um recetor, verifica-se 
também que um recetor poderá ser ativado por diferentes compostos não 
necessariamente da mesma classe, confirmando-se o padrão de ativação combinatorial 
associado a estes recetores já descrito na literatura.13, 129, 144 Estas observações são 
realmente interessantes na medida em que reforçam a ideia que indivíduos com diferentes 
expressões de TAS2Rs percecionem o amargor dos alimentos de forma diferente.  
 
a) b) c) 
    
 
d) e) f) 
   
 
 
  
Figura 36. Estruturas químicas dos taninos condensados: a) dímero B1, b) dímero B4, c) dímero B7, d) B2g, e) EGCG e f) 
(-)-epicatequina. 
. 
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a) b) c) 
    
d) e) 
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Figura 37. Estruturas químicas dos taninos hidrolisáveis: a) vescalagina, b) castalagina, c) punicalagina, d) grandinina 
e e) PGG. 
. 
Figura 38. Estruturas químicas dos ésteres etílicos: a) ácido ferúlico, b) ácido protocatechuico e c) ácido vanílico. 
. 
Figura 39. Estrutura química da antocianina malvidina-3-O-glucósido. A abreviação “Glc” refere-se à substituição do 
grupo na posição 3 do anel C por uma unidade de glucose. 
. 
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3.2. Curvas dose-resposta 
 Após identificar os compostos polifenólicos capazes de ativar os diferentes 
TAS2Rs, produzindo um sinal de fluorescência significativo e sem interferências de 
artefactos, foram testadas diferentes concentrações dos referidos compostos de modo a 
traçar uma curva dose-resposta representativa de cada ativação registada na Tabela 7. 
Porém, isto não foi exequível para todas as ativações detetadas nos ensaios de screening, 
uma vez que em algumas situações a ativação é demasiado fraca. Assim, as ativações 
que permitiram definir curvas dose-resposta estão representadas na Figura 40. 
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TANINOS HIDROLISÁVEIS 
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No caso da ativação do recetor TAS2R5 pelas procianidinas diméricas B4 e B7 e 
do TAS2R4 pela EGCG, não foi possível estabelecer uma curva dose-resposta com um 
plateau de saturação bem definido utilizando concentrações de compostos às quais não 
estivessem associadas respostas não-específicas (dados não apresentados). As 
restantes ativações dos TAS2Rs permitiram traçar curvas dose-resposta com dois 
patamares de estabilização e com a típica forma sigmoidal, como representado. A partir 
destas curvas dose-resposta é também possível determinar os respetivos valores de EC50, 
os quais se encontram sumarizados na Tabela 8.   
 
 
Composto 
EC50 / μM 
TAS2R5 TAS2R7 TAS2R14 TAS2R39 TAS2R43 TAS2R47 
T
a
n
in
o
s
 
C
o
n
d
e
n
s
a
d
o
s
 B1 119,34±10,71a 123,95±17,27a - - - - 
B2G 6,29±3,22b - - 9,11±6,05b - - 
EGCG 12,30±3,63b - - 8,50±2,84b 16,72±13,71b - 
T
a
n
in
o
s
 
H
id
ro
li
s
á
v
e
is
 Vescalagina - 7,26±1,57b - - - - 
Castalagina - 4,44±1,43b - - - - 
Punicalagina 40,43±2,77c 3,95±2,49b - - - - 
Grandinina - 2,43±1,29b - - - - 
É
s
te
re
s
 
E
tí
li
c
o
s
 Ferúlico - - 66,65±4,36
c,d - - - 
Protocatechuico - - 155,64±46,36a,e - - 82,39±2,18a,d 
Vanílico - - 151,17±7,81a,e - - - 
 
 De um modo geral, tendo em conta as diferentes curvas dose-resposta e 
respetivos valores de EC50, os elagitaninos parecem ser, entre os compostos estudados, 
os ativadores mais eficientes na ativação dos recetores, pelo menos no caso particular do 
TAS2R7. Estes são os compostos polifenólicos que apresentam valores de EC50 mais 
baixos (de 2,43 a 7,26 μM) e revelam maiores amplitudes dos valores de fluorescência 
(0,76, no caso da grandinina). A diferença de ativação do mesmo recetor quando este 
interage com uma classe de taninos diferente (procianidina B1), onde o valor de EC50 pode 
ser até 50 vezes maior do que o calculado para os elagitaninos (123,95 μM), é curiosa. 
Figura 40. Curvas dose-resposta para as células HEK293T transfetadas com os diferentes TAS2Rs que apresentaram ativação quando 
estimulados pelos diferentes compostos fenólicos indicados. A amplitude dos sinais é dada pelas alterações relativas de fluorescência, 
sendo representada por ΔF/F. Os pontos representam os valores experimentais obtidos em triplicado para cada concentração (escala 
logarítmica) de polifenol testada, com os respetivos erros padrão associados. A linha a cheio corresponde ao melhor fitting traçado para os 
valores experimentais, enquanto que a linha a tracejado representa os valores experimentais de mock observados.  
. 
Tabela 8. Valores de EC50 para os 10 compostos polifenólicos que mostraram um efeito ativador de alguns TAS2Rs e cujas curvas dose-
resposta apresentaram um perfil bem definido. Os valores com diferentes letras são significativamente diferentes (p<0,05). 
FCUP 
Influência das Proteínas Salivares no Sabor dos Alimentos:               
Estudo da Interação Polifenóis/Proteínas Salivares 
87 
 
Mafalda Santos Silva | 2017 
Isto parece, então, sugerir, a maior especificidade destes taninos hidrolisáveis na ativação 
do TAS2R7 em particular, muito provavelmente pelas suas características estruturais. A 
ativação deste recetor foi também observada para outro polifenol que, tal como os 
elagitaninos, possui um resíduo de glucose, a malvidina-3-O-glucósido.13 Por oposição, 
os ésteres etílicos são os compostos com valores de EC50 mais elevados (66,65, 151,17 
e 155,64 μM), sendo necessária uma maior concentração destes polifenóis para se obter 
a mesma resposta de ativação dos TAS2Rs do que no caso dos taninos condensados e 
ainda mais do que nos elagitaninos. Assim, relacionando o cômputo geral e por 
comparação das diferenças estruturais dos compostos estudados, parece haver uma 
relação entre o aumento de tamanho e complexação dos polifenóis (elagitaninos) com a 
maior sensibilidade de ativação dos recetores do sabor amargo. Não existe uma relação 
clara na literatura entre as dimensões/estruturas das substâncias amargas e o seu 
amargor. No entanto, alguns estudos realizados com compostos polifenólicos presentes 
no vinho confirmam esta ideia, defendendo que estruturas maiores são percecionadas 
como mais amargas.133 Porém, é importante mencionar que estas conclusões referem-se 
a TAS2Rs específicos para cada classe de polifenóis, e, por isso, as observações in vivo 
poderão não corroborar os resultados obtidos pelo facto de nem todos os TAS2Rs serem 
expressos de igual modo em todos os indivíduos.  
 Apesar de grande parte destes compostos serem encontrados em concentrações 
mais baixas nos alimentos e, em especial no vinho,133 comparativamente com os valores 
de EC50 determinados, verifica-se que estes compostos são capazes de ativar alguns 
TSA2Rs. Porém, existem estudos163 que reportam concentrações de elagitaninos 
encontradas no vinho próximas dos respetivos valores de EC50 aqui reportados, sugerindo 
que estes poderão ser importantes no desenvolvimento do amargor do vinho.  
 
3.3. Interação polifenol-PS na ativação de TAS2Rs 
 Estudos anteriores13, 164 revelaram que certos compostos, apesar de não serem 
reportados como amargos em análises sensoriais,133 são capazes de ativar diferentes 
TAS2Rs. Considerando o caso particular dos polifenóis, sabe-se que ocorre uma 
interação com as PS presentes na cavidade oral.65 Deste modo, coloca-se em questão se 
esta interação poderá influenciar a perceção do sabor amargo no que diz respeito à 
ativação dos diferentes TAS2Rs.  
 Neste estudo, foram selecionados 4 polifenóis representativos de três classes 
distintas (taninos condensados, hidrolisáveis e antocianinas): (-)-epicatequina, 
procianidina trimérica C2, PGG e malvidina-3-O-glucósido, respetivamente. A 
identificação destes compostos como agonistas de diferentes TAS2Rs foi realizada 
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previamente pelo grupo, assim como determinadas as respetivas curvas dose-resposta e 
valores de EC50.13 Os recetores ativados pela (-)-epicatequina correspondem aos 
TAS2R4, 5 e 39, enquanto o trímero C2 apenas apresentou afinidade para o TAS2R5, à 
semelhança da PGG que, para além deste último, mostrou capacidade de ativação do 
TAS2R39. A malvidina-3-O-glucósido, por outro lado, foi a única capaz de ativar o 
TAS2R7. Tendo estes resultados em conta, o efeito da adição da mistura de PS na 
ativação dos referidos recetores pelos polifenóis foi estudada pelas alterações dos sinais 
de fluorescência. Não foi possível utilizar amostras de saliva sem nenhum tratamento de 
separação, uma vez que os sinais obtidos nos ensaios preliminares apresentavam 
artefactos que poderiam influenciar os resultados finais. Assim, foi utilizada uma mistura 
de PS com concentrações de cada família semelhantes às encontradas numa amostra de 
saliva humana: bPRPs a 35 μM, gPRPs a 16 μM, aPRPs a 30 μM, estaterina a 12 μM, 
péptido P-B a 12 μM e cistatinas a 26 μM. Após terem sido testadas várias diluições desta 
mistura de proteínas, verificou-se que o melhor compromisso entre sinal e artefacto 
correspondia a uma diluição de 40% e, por isso, os ensaios com polifenóis foram 
realizados num rácio saliva-polifenol 60:25. As concentrações de polifenol adicionada a 
cada interação foi estabelecida considerando as respetivas curvas dose-resposta,13 tendo 
o cuidado de garantir a ausência de artefactos em cada estudo. Assim, foram utilizadas 
duas concentrações diferentes de cada composto, sendo que no caso da (-)-epicatequina 
foram estudadas interações a 2,0 e 3,0 mM, o trímero C2 foi analisado a 40 e 90 μM, a 
PGG a 7 e 15 μM e, por fim, a malvidina-3-O-glucósido a 20 e 40 μM. Os resultados da 
adição da mistura de PS a cada interação polifenol-TAS2R, para as diferentes 
concentrações de polifenol referidas, estão representados na Figura 41.  
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Verifica-se de um modo geral que a adição da mistura de PS resultou numa 
diminuição do sinal fluorescente detetado, relativamente ao sinal observado quando 
apenas o composto polifenólico estaria presente. Porém, não foi observado nenhum 
decréscimo no caso da procianidina trímero C2 (dados não apresentados). Este tanino 
condensado é, dos polifenóis abordados, o que apresenta uma menor capacidade de 
ativação do recetor, apresentando uma amplitude de sinal muito baixa.13 Assim, e apesar 
de o trímero C2 interagir consideravelmente com as PS,152 é compreensível que a adição 
destas não influencie muito a ativação do TAS2R5, que já por si só não é muito elevada. 
Ainda, curiosamente, verifica-se que esta falta de efeito das PS na diminuição da ativação 
do TAS2R5 não é exclusiva do trímero C2. Também no caso da (-)-epicatequina e da 
PGG, cuja ativação específica deste recetor foi  já confirmada, não houve alteração do 
sinal de fluorescência ou, por vezes, verificou-se um aumento (dados não apresentados). 
Ocasionalmente, a transfeção das células HEK293T com determinados TAS2Rs pode 
alterar a sua sensibilidade de resposta a estímulos externos e também afetar a sua 
viabilidade. Esta hipótese poderá justificar a falta de coerência dos resultados obtidos com 
Figura 41. Ativação dos TAS2Rs pela A | (-)-epicatequina (EC), B | PGG e C | malvidina-3-O-glucósido (Mv-3-O-glc) 
separadamente (linhas a cheio) e quando em interação com a mistura de PS (linhas a tracejado), representada pela 
alteração da fluorescência de células HEK293T marcadas com Fluo4-AM e transfetadas com os TAS2Rs representados. 
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as células transfetadas com o TAS2R5 perante a adição das PS. No entanto, é 
aconselhável realizar estudos complementares no futuro para poder confirmar esta teoria 
e tentar compreender o efeito real das PS na ativação particular do TAS2R5. 
De modo a compreender em que medida é que a adição das PS influencia a 
ativação dos TAS2Rs, a redução do sinal fluorescente e, portanto, da ativação de cada 
recetor, foi calculada e encontra-se representada nos gráficos de barras da Figura 42. 
Esta redução foi determinada percentualmente e pela diferença entre as áreas dos sinais 
de ativação dos TAS2Rs (polifenol+TAS2R) e dos sinais da interação 
(polifenol+TAS2R+mistura PS).  
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Verifica-se que a redução da percentagem de ativação dos diferentes recetores é 
maior no caso da PGG, seguindo-se a malvidina-3-O-glucósido e por fim as interações 
envolvendo a (-)-epicatequina parecem ser as menos afetadas pela presença de PS. 
Estes resultados são de algum modo expectáveis, uma vez que as PS parecem 
Figura 42. Representação gráfica da percentagem de ativação de cada TAS2R indicado como resultado da adição da 
mistura de PS, por comparação com os sinais de fluorescência desencadeados pelos polifenóis quando estes interagem 
somente com os TAS2Rs. A | (-)-epicatequina, B | PGG e C | malvidina-3-O-glucósido. Todos os gráficos são 
significativamente diferentes (p<0,05), com exceção dos identificados com *.  
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apresentar uma maior afinidade, neste caso, para o tanino elágico de alto peso molecular 
[PGG, Figura 37.e)] e menor para o tanino condensado monomérico [(-)-epicatequina], 
Figura 36.f)], apoiando a relação já bem estabelecida entre a maior interação das PS com 
polifenóis de grandes dimensões e com elevado grau de galhoilação.54, 78  
Por outro lado, o alto efeito redutor da ativação do TAS2R7 pelas PS no caso da 
malvidina-3-O-glucósido (Figura 39) foi de algum modo inesperado, visto que a interação 
antocianina-PS se encontra pouco descrita na literatura. No entanto, esta observação vai 
de encontro com os resultados obtidos em estudos recentes que demonstram a formação 
de complexos entre estas duas espécies.14 Isto parece também corroborar com os 
resultados obtidos nos ensaios de copigmentação descritos no capítulo anterior que 
confirmam a interação da malvidina-3-O-glucósido com algumas PS. Para além disso, 
esta relação parece justificar o facto de análises sensoriais não atribuírem um caráter 
amargo a este flavonóide, mas estudos in vitro revelarem um forte poder ativador do 
TAS2R7 nas concentrações em que geralmente o polifenol se encontra nos alimentos e 
em particular no vinho.13 Considerando o modelo de interação polifenol-PS, propõe-se 
assim que as PS impeçam o contacto destes compostos polifenólicos com os TAS2Rs e, 
por conseguinte, a sua ativação seja reduzida. Isto poderá, deste modo, implicar a 
diminuição da perceção do amargor in vivo comparativamente com o que teoricamente 
estes compostos desencadeiam.  
No caso particular da (-)-epicatequina, onde a adição das PS reduziu a ativação 
dos recetores mas menos significativamente, não se verifica grande diferença entre os 
dois recetores, no entanto, a concentração do polifenol presente parece ser relevante na 
redução da ativação do TAS2R4. Aumentando a concentração do tanino (3,0 mM), 
constata-se que a redução do sinal com a presença de PS é superior do que a menores 
concentrações (2,0 mM). Este efeito da concentração não se registou, no entanto, nos 
casos da PGG e da malvidina-3-O-glucósido, muito provavelmente porque nestas 
condições já se terá atingido o rácio polifenol-PS de interação máxima e a redução do 
sinal observada é também consideravelmente maior.  
Em suma, os resultados sugerem que a presença de PS poderá influenciar o 
desenvolvimento do sabor amargo quando os diferentes recetores estão envolvidos. Esta 
observação torna a compreensão da perceção do amargor pela ativação dos recetores 
algo complexa, uma vez que a este fenómeno parecem estar associadas diversas 
variantes. Para além da já referida variabilidade de expressão dos TAS2Rs por diferentes 
indivíduos, verifica-se também agora que cada um destes recetores não é afetado de igual 
modo pelas PS da cavidade oral. Para além disto, seria interessante perceber qual o efeito 
individual de cada uma das famílias de PS na ativação destes recetores.  
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Foram também realizados estudos preliminares no sentido de compreender o 
efeito da adição da mistura de PS ao complexo polifenol-recetor ao longo do tempo. Nesta 
análise, a PGG a 15 μM foi utilizada como exemplo por ser o polifenol que apresentou 
uma maior sensibilidade quando exposto às PS na ativação do TAS2R39. Mais 
concretamente, a ativação deste recetor foi analisada a 0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos 
após a adição da mistura de PS. Os resultados, realizados em triplicados, não 
demonstraram uma diferença significativa da percentagem de ativação do TAS2R39 
consoante o tempo (dados não apresentados). No entanto, estes ensaios poderiam ser 
alargados aos restantes polifenóis analisados de modo a confirmar a independência da 
ativação dos TAS2Rs com o aumento da exposição às PS.  
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V. Conclusão e perspetivas futuras 
_______________________________________
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V. Conclusão e perspetivas futuras 
 O presente trabalho teve como objetivo abordar, por um lado, o mecanismo 
responsável pelo desenvolvimento da adstringência através do estudo das diferentes 
interações polifenóis-PS e, por outro lado, identificar diferentes polifenóis como agonistas 
de TAS2Rs, bem como definir o papel das PS na perceção do amargor.  
 A hipótese atualmente mais aceite para explicar o desenvolvimento da 
adstringência baseia-se nas interações entre os polifenóis dos alimentos e as PS da 
cavidade oral. Deste modo, foram utilizadas diferentes famílias de PS isoladas da saliva 
humana para estudar as interações estabelecidas com duas conhecidas classes de 
polifenóis, estando uma mais comummente associada à sensação de adstringência do 
que outra. Os estudos realizados com a primeira classe, referente aos taninos 
(hidrolisáveis e condensados), permitiu relacionar as suas diferenças estruturais com a 
maior ou menor afinidade de interação com PS pouco abundantes na saliva (estaterina, 
péptido P-B e cistatinas), mas não sendo por isso menos significativas no 
desenvolvimento da adstringência. Os resultados obtidos por extinção de fluorescência e 
STD-NMR permitiram comparar as diferentes constantes de afinidade e, assim, 
estabeleceu-se uma relação entre a estrutura das PS e a hidrofobicidade dos taninos na 
capacidade de interação. Mais concretamente, observou-se uma maior afinidade entre os 
elagitaninos no geral, em particular a punicalagina, e todas as PS, mas em especial o 
péptido P-B. Contrariamente, as cistatinas (PS mais estruturas) revelaram uma menor 
capacidade de interação com os taninos estudados. No futuro, a técnica de ITC poderia 
ser aplicada aos modelos utilizados para confirmar o tipo de ligações mais associado a 
cada complexo tanino-PS. Seria também interessante progredir nos estudos relativos às 
procianidinas diméricas no sentido de compreender a importância da localização da 
ligação interflavânica na formação das interações com diferentes PS. Considerando a falta 
de corroboração com os estudos in vivo, poder-se-ia também realizar mais estudos 
semelhantes abordando outras PS e polifenóis, de modo a estabelecer uma relação com 
as propriedades sensoriais.  
Por recurso à técnica STD-NMR, mas agora com a complementação de análises 
por ITC, foi possível estudar o efeito de uma classe de polifenóis diferente (antocianinas) 
nas interações com diferentes PS. Nesta situação, a abordagem foi um pouco distinta da 
anterior, pois o objetivo principal era compreender o papel do fenómeno de 
copigmentação na afinidade com as PS. Por conseguinte, as interações estabelecidas 
entre o complexo (-)-epicatequina-malvidina-3-O-glucósido e duas PS (bPRPs e aPRPs)  
foram estudadas por comparação com as interações entre as mesmas PS e cada uma 
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das espécies flavonóides individualmente. Verificou-se um efeito promotor da afinidade 
quando os dois polifenóis estavam presentes em relação às interações de cada um em 
separado. Algumas perguntas ficaram por responder, uma vez que o complexo ternário 
estudado requer a aplicação de diferentes métodos de análise. Além disto, o facto de as 
antocianinas serem compostos muito sensíveis às condições do meio, especialmente ao 
pH, é uma limitação a este tipo de estudos. Assim, sugere-se o recurso a técnicas 
adicionais, como simulações de dinâmica molecular ou HPLC, de modo a confirmar os 
resultados obtidos, particularmente ao nível do tipo de interações envolvidas. Estudos 
suplementares permitirão também aprofundar a análise dos resultados já obtidos, 
comparando-os de um ponto de vista mais crítico. Ainda, poderão ser utilizados ligandos 
(taninos e antocianinas) mais ambiciosos e comummente encontrados nos alimentos.  
 O desenvolvimento do amargor, cujo mecanismo molecular já se encontra descrito, 
está associado à ativação de recetores específicos da boca, os TAS2Rs. Os compostos 
definidos como amargos são capazes de interagir com estas proteínas e assim induzir 
uma cascata de sinalização que permite a perceção do sabor amargo. Alguns polifenóis 
foram já definidos como substâncias amargas por análises sensoriais. No entanto, a 
relação com a ativação dos diferentes TAS2Rs está ainda pouco explorada para muitos 
destes compostos. Neste sentido, diferentes polifenóis foram estudados por via de um 
sistema FLIPR, o qual permite medir os níveis de Ca2+ intracelular representativo da 
ativação dos TAS2Rs. Em particular, foi possível estabelecer as curvas dose-resposta e 
respetivos valores de EC50 de 10 compostos polifenólicos, estando a estes associada a 
ativação de 6 TAS2Rs diferentes. Numa segunda fase destes estudos relativos ao sabor 
amargo, pretendeu-se compreender se as PS poderiam afetar a ativação dos diferentes 
TAS2Rs pelos polifenóis. Assim, a ativação já reportada de 5 TAS2Rs por 4 polifenóis foi 
testada quando uma mistura de PS, em concentrações relativamente próximas às 
encontradas na saliva, seria adicionada. Apesar de alguns resultados não terem sido 
conclusivos, de um modo geral verificou-se uma redução da ativação nestas condições, 
sugerindo que as interações polifenol-PS têm um papel importante na perceção do sabor 
amargo. Em estudos futuros, seria oportuno estudar melhor esta relação, partindo agora 
para outras conjugações polifenol-TAS2R, de modo a confirmar este efeito de desativação 
associado às PS. Ainda, análises de diferentes complexos poderia também confirmar a 
falta de relação observada entre a redução da ativação dos TAS2Rs com o tempo de 
exposição às PS. Tendo em conta os vários estudos mencionados na literatura acerca do 
papel individual de cada família de PS na adstringência, poder-se-ia também testar o 
efeito de diferentes PS separadamente em alternativa ao conjunto total agora aplicado ao 
desenvolvimento do amargor. 
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